Efectos del procedimiento de extracción en la organización estructural y composición química de la matriz nuclear en plantas by Cerezuela Rosique, María Ángeles
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS 
CONSETO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS 
EFECTOS DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION 
EN LA ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y COMPOSICION QUIMICA 
DE LA k4TRIZ NUCLEAR EN PLANTAS 
Memoria que presenta 
Ma ANGELES CEREZUEIA ROSIQUE 
para optar al grado de Doctor en Ciencias Biológicas 
?.- 20.04 2 
Ma ANGELES CEREZUELA 
Licenciada en Ciencias Biológicas 
V* BQ LA DIRECTORA 
Dra Susa reno v Díaz de la Esoina 
Colaboradora Científka 
Centro de Investigaciones Biológicas 
C.S.I.C. 
MADRID ENERO 1991 
A todos los que con su apoyo y estímulo han hecho 
posible la realización de esta tesk 
AGRADECIMIENTOS 
Quiero expresar mi gratitud a la Dra Susana Moreno Diez de la Espina, por la 
dirección de esta Tesis y por su constante y valiosa dedicación y ayuda 
Tambien quiero agradecer al Prof: Benjamín Femandez Ruiz, Vlcerector de la (I.C.M., 
el aceptar amablemente ser el ponente-tutor de esta Tesis. 
Agradezco al Centro de Investigaciones Biológkxs el haber puesto a mi disposición el 
instrumental y material necesario para la realización de esta Tesis, y a los miembros de la 
unidad de Estructuras Celulares Dra Ma Encamación Femandez-Gómez, Ana Minguez, 
Luis Fco.Garcia, Mercedes Camota, Marisa Ruiz y Nieves Fonturbel la ayuda desinteresada 
y la colaboración prestada 
En especial quiero agradecer a la Dra Ma Teresa Serra los consejos recibidos en la 
realización de las electroforesis de la matriz y a los Drs Olga Echevem’a y Francisco Javier 
Medina, la orientación recibida en la realización de la reconstrucción tridimensional 
Agradezco también a Eloy Blanco y Ma Dolores Guirao del Servicio de Microscopía 
Electrónica del Ceniro de Investigaciones Biológicas la amable atención prestada En 
especial agradezco a José Blanco la colaboración en el trabajo fotográjico de la Tesis. 
Finalmente quiero agradecer al Ministetio de Educación y Ciencia el haberme otorgado 
una licencia por estudios, lo que ha posibilitado imprimir un gran impulso a la realización 
de la tesis. 
INDICE 
RESUMEN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 
INTRODUCCION ............................................... 7 
l.Ultraestructura de la matriz nuclear ..................... 9 
2.Composición química de la matriz nuclear ................. 10 
2.1.Composición polipeptidica de la matriz nuclear ......... ll 
2.1.1.Composición polipeptídica de la fracción lámina-poros.12 
2.1.2.Composicion polipeptídica de la matriz nucleolar ..... 18 
2.1.3.Composición polipeptídica de la matriz interna ....... 19 
2.2.El ADN matricial....................................... 22 
2.3.El ARN de la matriz nuclear ............................ 23 
3.Correspondencia "in situ" de la matriz interfásica ....... 24 
4.El esqueleto cromosómico ................................. 27 
4.1.Composición química del esqueleto cromosómico .......... 27 
4.2.El ADN del esqueleto cromosómico ....................... 28 
4.3.Relación matriz nuclear-esqueleto cromosómico .......... 28 
5.La matriz nuclear durante el ciclo celular ............... 29 
5.1.Distribución topológica de las proteinas matriciales 
durante el ciclo celular ............................... 29 
5.2.Asociación de proteinas matriciales con los cromosomas 
metafásicos ............................................ 30 
6.Funciones de la matriz nuclear ........................... 31 
6.l.Organización del ADN lineal en ..loops ll................. 31 
6.2.Duplicación del ADN en la matriz ....................... 33 
6.3.La matriz y el metabolismo del ARN ..................... 34 
6.4.La matriz y la acción hormonal ......................... 36 
l.Efectos del procedimiento de extraccion sobre la 
ultraestructura y composición química de la matriz nuclear. 37 
7.1.Procedimiento general de obtención de matrices 
nucleares .................................................. 37 
7.2.Variaciones del procedimiento de extracción y su 
repercusión sobre las estructuras matriciales ........ ..4 0 
OBJETIVOS DEL TRABAJO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46 
MATERIAL Y METODOS ......................................... 50 
l.Material de estudio ...................................... 50 
2.Método de cultivo de meristemos radicales ................ 50 
3.Aislamiento de núcleos meristemáticos .................... 50 
I.Aislamiento de matrices nucleares ........................ 52 
5.Control de la eliminación del ADN y ARN en los sucesivos pasos 
de la extracción mediante fluorescencia .................. 58 
ó.Procesamiento de muestras para microscopia electrónica ... 61 
6.1.Métodos de fijación .................................... 61 
6.2.Deshidratación .......................................... 65 
6.3.Inclusión .............................................. 66 
6.4.Realización de cortes ultrafinos para observación al 
microscopio electrónico .................................... 69 
6.5.Tinción cortes ultrafinos .............................. 72 
6.6.Inmunolocalización de ADN .............................. 76 
6.7.0bservación al microscopio electrónico ................. 78 
6.8.Reconstrucción tridimensional a partir de cortes 
seriados ............................................... 78 
6.9.Cuantificación morfométrica ............................ 82 
7.Procesamiento de muestras para electroforesis SDS-PAGE ... 83 
7.1.Determinación de las proteínas ......................... 83 
7.2.Electroforesis ......................................... 86 
RESULTADOS ................................................. 93 
l.Ultraestructura del nãcleo "in situ" y aislado en células 
meristembticas de Allium cepa ............................ 93 
l.l.Organización estructural del niicleo "in situ" .......... 93 
l.Z.Organización estructural del nficleo aislado ............ 96 
Z-Matriz nuclear obtenida por el procedimiento de Berezney y 
Coffey (1974) ............................................ 101 
Z.l.Morfologia y ultraestructura ........................... 101 
2.2.Composición polipeptidica .............................. 101 
3.Matriz nuclear obtenida realizando las digestiones enzimáticas 
antes de la extracción salina ............................ 103 
3.1.Control de la eliminación del ADN por fluorescencia .... 103 
3.2.Morfología y ultraestructura ........................... 104 
3.3.Composición polipeptídica .............................. 109 
4.Matrices nucleares obtenidas por tratamiento con TTNa y 
DTT ...................................................... 110 
4.1.Morfologia y ultraestructura ........................... 111 
4.2.Composición polipeptidica .............................. 113 
5.Estudio comparativo de las distintas matrices ............ 114 
5.1.Comparación de su ultraestructura..............,.. ...... 114 
5.2.Comparación de su composición polipeptidica ............ 115 
ó.Reconstrucción tridimensional de la matriz nuclear ....... 116 
7.Acidos nucleicos en la matriz nuclear .................... 118 
7.1.Fluorescencia:doble marcado DAPI y PIRONINA ............ 118 
7.2.Inmunolocalización del ADN ............................ 120 
7.3.Tinción preferencial para ribonucleoproteínas .......... 121 
7.4.Tinción con oxinitrato de bismuto ...................... 122 
DISCUSION................................................... 124 
l.Distintos métodos de obtención de la matriz nuclear...... 124 
l.l.Discusión de los métodos experimentales utilizados..... 124 
l.l.l.Realización de las digestiones enzimáticas antes de la 
extracción salina......... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124 
1.1.2.Induccion de puentes disulfuro ....................... 126 
1.1.3.Cationes divalentes en los tampones de extracción .... 128 
1.2.An6lisis estructural de las matrices obtenidas por los 
distintos procedimientos ................................... 130 
1.2.l.Ultraestructura de las matrices nucleares obtenidas 
realizando las digestiones enzimáticas antes de la extracción 
salina ..................................................... 130 
1.2.2.Ultraestructura de las matrices obtenidas por tratamiento 
con TTNa y DTT ............................................. 137 
1.2.3.Cationes divalentes en los tampones de extracción .... 140 
1.3.Composición polipeptídica de la matriz nuclear ......... 142 
1.3.1.Efecto de la inversión de la secuencia extractiva 
sobre la composición polipeptídica de la matriz ........... 142 
1.3.2.Composición polipeptidica de las matrices nucleares 
obtenidas por tratamiento con TTNa y DTT ................... 142 
1.3.3.Componentes polipeptidicos de la matriz nuclear ...... 144 
2.Acidos nucleicos en la matriz nuclear .................... 149 
2.l.Discusión de los métodos utilizados en la detección de ácidos 
nucleicos .................................................. 149 
2.2.ADN y dominios de cromatina en la matriz nuclear ....... 154 
2.3.ARN y dominios ribonucleoproteicos en la matriz nuclear 157 
3.Proteínas fosforiladas de la matriz nuclear .............. 161 
3.1.Discusión del método de detección empleado: Tinción con 
oxinitrato de bismuto ..................................... 161 
3.2.Proteínas fosforiladas de la matriz nuclear ............ 163 
4.0rganización estructural de la matriz nuclear ............ 169 
5.0rganización tridimensional .............................. 171 
ó.Realidad "in situl' de la matriz nuclear .................. 173 
ó.l.Evolución de los componentes matriciales durante el 
procedimiento extractivo ................................... 175 
6.2.Correspondencias citoqulmicas de los componentes matriciales 
en relación al nlícleo aislado .............................. 183 
CONCLUSIONES ............................................... 188 
BIBLIOGRAFIA ............................................... 192 
LISTA DE ABREVIATURAS 
ADNc:ADN complementario. 
ADNnm:ADN rnatricial. 
ADNr:ADN ribosómico. 
ADNsc:ADN del esqueleto cromosómico. 
ARNhn:ABN heterogéneo. 
ARNm:ARN mensajero. 
ABNpre-r:ARN pre-ribosórnico. 
ARNr:ARN ribosómico. 
ABNsn:ABN de pequefio tamaño, implicado en la maduración de 10s productos génicos. 
BSA:Seroalbumina bovina. 
DAPI:4’-6-diamidino-2-fenilindol. 
DIPI:4’-6-bis(2’-imidazolinil-4H,5H)-2-fenilindol. 
DPC:dietil-pirocarbonato. 
DTTzditio-treitol. 
EDTkácido etilen-diarnino tetraacético. 
EGTAácido etilenglicol-bis (éter li-aminoetil)N’,N’tetraac&ico. 
F.I.:Filamento intermedio. 
G.I.:Gránulo intercromatínico. 
IgM:Inmunoglobulina de la clase M. 
LIS:diiodo-salicilato de litio. 
M.E.:Microscopía electrónica. 
B-Me:&Mercaptoetanol. 
PBS:tampón fosfato. 
PFA:paraformaldehido 
P.I.:punto isoelectrico 
P.m.:peso molecular 
PMSF:fluoruro de fenil metilsulfonilo. 
poly kola terminal, común a los transcritos génicos del ARNhn, formada por 200-250 
nucleótidos de Adenina. 
RNP:partícula ribonucleoproteíca. 
RNPhn:partícula ribonucleoprotefca que contiene ARN heterogéneo. 
RNPr:partfcula ribonucleoproteíca que contiene ARN ribosómico. 
RNPsn:partícula ribonucleoproteíca que contiene ARNsn. 
SDS:Dodecil sulfato sódico. 
SDS-PAGEzElectroforesis en geles de acrilamida-bis SDS 
TEMED:Tetrametil-etilendiamino 
lTNa:Tetrationato sódico. 
Ul ARNsn:ARN de pequeno tamafro, implicado en la maduración del ARN 
heterogéneo. 
U3 ARNsn:ARN de pequeño tamaño implicado en la maduración del AFCN pre-r. 
UlRNP:partícula ribonucleoproteíca que contiene Ul ARN. 
RESUMEN 
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La matriz nuclear es una estructura núcleoesquel&ica ampliamente estudiada en 
sistemas animales, pero apenas existen trabajos que aborden el tema en sistemas 
vegetales, que poseen diferencias acusadas en la organización del citoesqueleto respecto 
a las células animales. 
Para profundizar en el conocimiento sobre el nucleoesqueleto y la matriz nuclear 
de plantas, hemos realizado un análisis de su organización ultraestructural, composición 
pohpeptídica y localización de ácidos nucleicos residuales, en matrices nucleares de 
Allium cepa obtenidas por diferentes métodos de extracción. 
El estudio realizado, nos ha permitido conocer las notables analogias 
ultraestructurales y funcionales que presenta la matriz de Allium cepa en relación con 
la de células animales, aunque su composición química se asemeja más a la de 
eucariotas inferiores y sus elementos internos parecen ser estables frente a 
procedimientos extractivos que resultan drásticos en algunos tipos celulares animales. 
Su organización ultraestructural es eminentemente fibrilar. La lámina está 
constituida por una capa fibrilar continua con poros complejos asociados. La matriz 
nucleolar es también fibrilar con centros fibrilares residuales. La matriz interna presenta 
dos mallas fibrilares de diferente organización estructural y contraste a los electrones, 
una de las cuales presenta gránulos de RNP y gránulos intercromatínicos asociados. La 
organización de la matriz nuclear está mantenida básicamente por proteínas situadas en 
el rango 63-50 KD, a las que se asocian, dependiendo del procedimiento experimental 
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usado, distintas proteínas nucleares. El mantenimiento de su estructura organizada 
parece depender de los cationes divalentes. 
Los componentes matriciales derivan de estructuras preexistentes en el núcleo “in 
situ” y empiezan a revelarse después de las digestiones enzimáticas con DNasa 1 y 
RNasa A. 
La matriz interna procede principalmente de estructuras fibrilo-granulares de las 
regiones intercromatínicas; la matriz nucleolar está relacionada con los centros fibrilares 
y el componente fibrilar denso del nucleolo y la lámina proviene de elementos 
residuales de la envuelta nuclear. 
Los componentes de la matriz nuclear mantienen una configuración espacial 
ordenada, presentando una alta conservación de la distribución intrauuclear de los 
mismos. 
La matriz nuclear es de composición heterogénea aunque mayoritariamente proteica, 
conteniendo proteínas en el rango 70-12 KD algunas de ellas altamente fosforiladas, y 
también remanentes de ácidos nucleicos. La detección de estos componentes en la 
matriz nuclear de Allium cepa, permite una interpretación funcional de esta estructura 
concordante con la establecida para la matriz nuclear en sistemas animales y posibilita 
correlaciones entre la matriz nuclear y componentes nucleares “in situ”. 
La presencia de ADN matricial y componentes ribonucleoproteicos resistentes a sal, 
detectados mediantes un anticuerpo monoclonal anti-ADN y tinción EDTA 
respectivamente, indica que los dominios de cromatina y los dominios 
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ribonucleoproteicos son caracterfsticos de la matriz nuclear tanto en sistemas animales 
como vegetales. Estos dominios de cromatina y ribonucleoproteicos constituyen la 
expresión estructural de las funciones asociadas a la matriz nuclear. 
Las proteínas fosforiladas se detectan mediante tinción con oxinitrato de bismuto, 
en los G.I. de la matriz interna y en la matriz nucleolar. Estos gránulos son estructuras 
universales del núcleo y componentes caracterfsticos de la matriz nuclear de sistemas 
animales. La tinci6n nucleolar es atribuida a la proteína homóloga a la nucleolina en 
células vegetales, que es una proteína nucleolar estructural y multifuncional, y está 
implicada en la transcripción y procesamiento de los genes ribosbmicos, habiendose 
localizado en la matriz nucleolar de algunos tipos celulares animales. La presencia de 
una proteína homóloga a la nucleolina en Allium cepa, es coherente con el papel 
atribuido a la matriz en la transcripción y procesamiento de los productos génicos. 
La sensibilidad de la matriz interna frente al procedimiento extractivo es un tema 
de naturaleza controvertida, existiendo resultados aparentemente contradictorios que 
pueden explicarse si existieran diferencias en la composición polipeptídica de la matriz 
nuclear dependiendo del tipo celular. 
La matriz nuclear de AIIium cepa necesita cationes divalentes para mantener su 
morfología estructurada y es sensible sólo en parte a la estabilizacibn por ARN. La 
extracción directa con 2M ClNa no agrega ni produce desorden en los elementos 
internos y los puentes disulfuro entre proteínas no parecen imprescindibles para su 
estabilización. Nuestros resultados sugieren que existe un grupo mínimo de proteínas 
matriciales que mantiene básicamente la organización estructural de la matriz y son 
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estables frente a las variaciones del método extractivo. 
La matriz nuclear de Allium cepa presenta una organización estructural y 
composición polipeptídica notablemente similar a la de células animales, dominios 
diferenciados de cromatina y ribonucleoproteicos, gránulos intercromatínicos y una 
proteína homóloga a la nucleolina en la matriz nucleolar. Todos estos datos presentan 
un conjunto coherente que apoya la hipótesis de que la matriz nuclear es análoga 
estructural y funcionalmente en células animales y vegetales. 
INTRODUCCION 
Los primeros indicios de la existencia de una estructura altamente organizada en 
el núcleo celular, distinta de la cromatina y el nucleolo se obtuvieron en los años 
cuarenta. Los estudios de Mayer y Gulick en 1942, descubrieron la existencia de una 
clase de proteínas que resiste la extracción en medios de alta fuerza iónica. 
Posteriormente otros autores sugirieron que estas proteínas residuales forman un 
entramado estructural de tibrillas reconocibles dentro del núcleo, de carácter no 
exclusivamente proteínico sino ribonucleoproteínico (Zbarsky y Debov 1948, Anderson 
1953, Du Praw 1956, Georgiev y Chentsov 1960, Steel y Busch 1963, Smetana y col. 
1963, Narayan y col. 1967). 
Mirski y Kiss (1951), intentaron aislar este posible entramado estructural, 
eliminando conjuntamente de los núcleos, el ADN por medio de digestiones con 
nucleasas y las proteínas solubles en tampón de alta salinidad, obteniendo agregados 
de carácter básicamente proteico. Pero fue en 1973, cuando Berezney y Coffey 
desarrollaron por primera vez un método secuencial para aislar “matrices nucleares”. 
La “matriz nuclear” es un concepto operativo y se define como la subestructura 
nuclear residual que se obtiene después de someter nucleos interfasicos a extracciones 
sucesivas con detergentes no iónicos, soluciones de baja y alta fuerza iónica y altas 
concentraciones de nucleasas exógenas (Berezney y Coffey 1974, Comings y Okada 1976, 
Wanka y col. 1977, Kuzmina y col. 1981). 
Se han utilizado una gran variedad de métodos para la preparación de 
subestructuras nucleares de las que se obtienen diferentes fracciones subnucleares 
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relacionadas con la matriz nuclear: fantasma nuclear (Riley y col. 1975), nucleoide 
(Cook y Braxell 1976), fracción lamina-poros (Aaronson y Blobel 1975, Dwyer y Blobel 
1976), malla de RNP (Faiferman y Pogo 1975), esqueleto nuclear (Cook y col. 1976). 
Estas estructuras difieren entre si en composición y organización estructural y no son 
directamente homologables. Para aclarar conceptos pasaremos a definir cada una de 
ellas. 
Fantasma nuclear: Subestructura nuclear residual obtenida de núcleos aislados por 
tratamientos sucesivos en 0,5 y 1 M Cl, Mg (Riley y col. 1975, Riley y Keller 1976). 
Morfológicamente esta formado por la envuelta nuclear y componentes de matriz 
nuclear (Schröder y col. 1989). 
Esqueleto nuclear: Subestructura nuclear obtenida después de extracciones sucesivas 
de núcleos aislados en 0,5-l M ClNa, DNasa y detergentes (Wolfe 1980). La ausencia 
de digestión con RNasa permite recuperar un porcentaje significativo de ARN en estas 
fracciones y estudiar las características de unión de esta molécula al nucleoesqueleto 
(van Eekelen y van Venrooij 1981). 
Nucleoídes: Células o núcleos lisados en detergentes y extraidos en soluciones de alta 
salinidad o con polianiones (sulfato dextrano o heparina) (Adolph 1980). Estas 
estructuras conservan intacto el ADN. La extracción de histonas con polianiones o con 
soluciones de alta salinidad permite estudiar la asociación biológica del ADN que se 
encuentra desplegado debido a la deshistonizaci6n (Vogelstein y col. 1980). 
Malla de RNP: Malla ribonucleoproteica obtenida extrayendo nucleos aislados con 
soluciones de alta salinidad (0,8 M ClNa) y digestión posterior con DNasa (Narayan y 
col. 1967); o bien por ruptura de núcleos en célula de Presión Francesa o en bomba 
de cavitación de nitrógeno (Faiferman y Pogo 1975). 
Complejo lamina-poros: Obtenido a partir de la envuelta nuclear aislada, por 
tratamiento con Tritón X-100; difiere de ella por la ausencia de elementos membranosos 
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(l3vyer y Blobel 1976). 
Matriz nuclear: Estructura nuclear residual obtenida de núcleos aislados por 
tratamientos sucesivos en detergentes no-iónicos, soluciones de baja fuerza iónica, 
extracción en alta fuerza ióni.ca (1-2 M ClNa) y digestión con altas concentraciones de 
DNasa y RNasa. (Berezney y Coffey 1974, Comings y Okada 1976, Kuzmina y col. 
1981). En 1976, Berezney y Coffey proponen que la matriz nuclear es una estructura 
básica para mantener la forma del núcleo y regular su funcionamiento. Desde entonces 
se ha ido abriendo camino, el modelo de un núcleo celular organizado por una 
estructura esquelética interna: LA MATRIZ NUCLEAR. 
1. ULTRAESTRUCTUR4 DE LA MATRIZ NUCLEAR 
Independientemente de los metodos de extracción utilizados, las matrices nucleares 
poseen tres componentes estructurales muy constantes; el complejo lámina-poros, el 
nucleolo residual y la matriz interna. 
El complejo l&mina-poros es el elemento residual de la envuelta nuclear. Está 
formado por un entramado de filamentos ortogonales de laminas, al que se encuentran \ 
asociados los poros complejos (Berezney y Coffey 1977, Aaronson y Blobel 1974, Aebi 
y col. 1986, Krohne y Benavente 1986). Presenta continuidad con la matriz nuclear 
interna y el citoesqueleto de filamentos intermedios (Carmo-Fonseca y col. 1987, Capto 
y col. 1982). 
El nucleolo residual es la estructura resultante de la extracción del nucleolo (Jordan 
1984). Muestra una estructura fibrilar muy compacta (Berezney y Coffey 1974, 1976, 
Bourgeois y col. 1987), altamente sensible a la presencia de cationes divalentes en el 
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medio de aislamiento (Bouvier y col. 1980, 1982, Bourgeois y col. 1987) y a la digestión 
con RNasa (Bouvier y col. 1985). 
La matriz interna es el entramado fibrilogranular que conecta la lámina periférica 
con los nucleolos residuales (Berezney y Coffey 1977, Barrack y Coffey 1982), 
topograficamente parece corresponder con las regiones intercromatínicas del núcleo y 
un razonable cuerpo de evidencia indica que esta formada en gran parte por 
ribonucleoproteínas (van Eekelen y col. 1981, Gallinaro y col. 1983, Verheijen y col. 
1986). 
Los datos obtenidos con la reconstrucción tridimensional de cortes seriados de 
matrices (Bouvier y col. 1980, 1984), los estudios de imágenes de matrices nucleares 
enteras (Capto y ~01.1982, 1984) y los realizados en preparaciones de matrices 
nucleares incluidas a las que posteriormente se les elimina la resina (Fey y col. 1986), 
permiten establecer que la matriz nuclear retiene una configuración espacial muy 
ordenada de sus componentes. Esta configuración espacial de la matriz nuclear es muy 
importante en el mantenimiento de la compartimentalización funcional del núcleo, 
mantenida por esta estructura, que forma un nucleoesqueleto en continuidad con el 
citoesqueleto (Capto y ~01.1982, Carmo-Fonseca y col. 1987), responsable, por su parte, 
de la compartimentalización citoplásmica de la célula (Lazarides 1980). 
2. COMPOSICION QUIMICA DE LA MATRIZ NUCLEAR 
La composición química global de las matrices nucleares es predominantemente 
proteica (92.3-97.6 %) con pequeiros porcentajes pero significativamente reproducibles 
de fosfolípidos (1.5-6.9 %), ARN (0.05-1.2 %), y AJIN (0.1-1.2 %) (Berezney y Coffey 
ll 
1977, Berezney 1984), Verheijen y col. 1988). 
2.1 COMPOSICION POLIPEP’I’IDICA DE LA MATRIZ NUCLEAR 
Las protefnas de la matriz son fundamentalmente no histónicas, con Pms que 
varían desde 15 a 200 KD y con un perfil electroforético en geles bidimensionales muy 
complejo, presentando diferencias, dependiendo del tipo celular y del procedimiento 
de extracción utilizado (Kauffman y ~01.1981, Berezney 1984, Verheijen y col. 1988). 
En mamíferos y aves las principales proteínas se detectan en el rango 45-75 KD 
(Berezney y Coffey 1974, Verheijen y col. 1988, Kauffman y Shaper 1984, Peters y 
Comings 1980, Maundrell y ~01.1981). Sin embargo, en eucariotas inferiores predominan 
las proteínas de bajo Pm, entre 14-28 KD en Tetrahymena piriformis (Herland y 
Wunderlich 1976) y 23-36 KD en Physarum policephalum (Mitchelson y col. 1979). En 
vegetales, aunque se dispone de pocos datos se han descrito proteínas matriciales 
mayoritarias con Pms comprendidos entre 55 y 63 KD en Allium cepa (Ghosh y Dey 
1986). 
De acuerdo con sus Pms podriamos clasificarlas en 3 grupos: 
PROTEINAS EN EL RANGO 30-45 KD 
Entre ellas destacan, los componentes proteicos principales de los complejos de 
RNPhn (Gallinaro y col. 1983), la actina nuclear (Nakayasu y Ueda 1985, Capto y col. 
1982, Verheijen y ~01.1986) y algunas proteínas matriciales nucleolares (Berezney y 
Coffey 1977, Comings y Peters 1981). 
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PROTEINAS EN EL RANGO 60-80 KD 
Entre estos Pms se encuentran las laminas de la periferia nuclear (Krohne y 
Benavente 1986) y otros polipéptidos localizados en la matriz interna, como son las 
proteínas que se asocian al ADN (Razin y col. 1981, Bodnar y col. 1983 ); la proteína 
de 70 KD del Ul ARNsn (Verheijen y ~01.1986) y la protefna de 73 KD de unión a poly 
A (Maundrell y col. 1981, Bouvier y col. 1984). 
PROTEINAS DE PM SUPERIOR A 80 KD 
Mencionaremos dentro de este grupo: la proteína de 145 KD localizada en matrices 
nucleolares de nucleolos amplificados de Xenopus laevis (Benavente y col. 1984); la 
glicoproteína de 174 KD del poro complejo detectada por Gerace y col. (1982) en 
envueltas nucleares de hígado de rata; la topoisomerasa II (Berrios y ~01.1985) y la 
proteína C23 o nucleolina de 110 KD (Long y Ochs 1983) implicada en la transcripción 
del ARNpre-r y en el ensamblaje de los ribosomas (Bugler y col. 1982). 
A pesar de la variabilidad observada, existen 2 caracterfsticas que definen los 
perfiles polipeptídicos de la matriz nuclear: la presencia de laminas y una ausencia 
notable de historias. 
2.1.1 COMPOSICION POLIPEPTIDICA DE LA FRACCION LAMINA-POROS 
Los principales componentes de esta fracción son las laminas y las proteínas 
residuales de los poros complejos. 
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Las protefnas mayoritarias y mejor caracterizadas de esta fracción son las laminas, 
de las cuales existe abundante información acerca de su estructura y función en el 
núcleo celular. 
Se han identificado 3 laminas en mamíferos y aves, a las que se les designa como 
laminas A, B y C en mamíferos (Gerace y ~01.1978, Krohne y ~01.1984, McKeon y 
~01.1983) y A, Bl y B2 en aves (Shelton e Eagle 1979, Stick y Hausen 1980); 4 en 
anfibios (Xenopus laevis) denominadas LI, LII, LIII, LIV (Benavente y col. 1985); una 
en la vesícula germinal del molusco Spisula (Maul y col. 1984) y 2 en drosófila (Dml 
y Dm2) (Krohne y Benavente 1986). 
Poseen diferencias en sus puntos isoeléctricos, de manera que se pueden establecer 
dos grupos basados en este criterio: laminas neutras, con un PI. casi neutro son las 
laminas Ay C de mamfferos y aves, LII, LI11 y LIV de anfibios; y las laminas ácidas con 
un P.I. de 5.6 o más bajo como la lamina B de mamíferos y aves y la LI de anfibios 
(Krohne y Benavente 1986). 
Las laminas representan una familia de polipéptidos con una gran relación 
estructural e immmológica entre sí (Höger y col. 1988, McKeon 1986). Están 
relacionadas tambi6n muy estrechamente con los filamentos intermedios, de tal forma 
que se consideran como una clase de éstos últimos (Stick 1988, Franke 1987). 
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ESTBUCTUBA MOLECULAR DE LAS LAMINAS 
Las laminas y los F.I. comparten la misma organización general a nivel molecular, 
que consiste en un dominio central de a-helice de aproximadamente 360 aminoácidos, 
interrumpido por 2 fragmentos no helicoidales y flanqueado por una cabeza en el 
extremo arnino-terminal y una cola en el carboxilico que no presentan estructura de 
a-hélice (ESQUEMA l).(Aebi y col. 1986, Franke 1987, McKeon y col. 1986). 
El dominio a-hélice esta formado por heptapéptidos repetitivos típicos de las 
ordenaciones “coiled-coils” de los F.I. en los que el primer y cuarto aminoácido 
contienen restos hidrofóbicos. Este dominio presenta interrupciones intercalares que 
dividen a la a-hélice en tres regiones: coil lA-1B y coil 2 semejantes a las de los F.I. 
El coil 1B de la a-hélice tiene una inserción de 43 aminoácidos en una zona donde ’ 
todos los F.I. no neuronales tienen un intron muy conservado (McKeon y col. 1986, 
Franke 1987, Fisher y col. 1986). Esta estructura central está muy conservada en todas 
las laminas, sin embargo las cabezas y las colas son muy variables (Stick 1988, McKeon 
y col. 1986). 
La cabeza de las laminas es relativamente corta (326 aa), poco conspicua y muestra 
un enriquecimiento general en serina y treonina (Franke 1987, McKeon y col. 1986). 
Los extremos carboxllicos o colas son tambien ricos en aminoácidos básicos y 
presentan varias características interesantes. LLevan una señal cariofllica de 
reconocimiento y localización nuclear, responsable de la acumulación nuclear de estas 
proteínas (Franke 1987, Höger y col. 1988), tetrapéptidos de glicina semejantes a los de 
las queratinas (McKeon y col. 1986), la secuencia consenso presente en todas las laminas 
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excepto la lamina C y los únicos residuos de cisteina de estas proteínas responsables de 
la polimerizacibn oxidativa en distintos oligórneros (McKeon y col. 1986, Stick 1988). 
Las secuencias de aminoácidos de las laminas A, C y B humanas han sido 
deducidas a partir de clones de ADNc (McKeon y col. 1986, Höger y col. 1988). Las 
laminas A, C son protelnas idénticas en secuencia excepto por la presencia de 133 
aminoácidos adicionales en el extremo carboxílico de la lamina A (McKeon y col. 1986). 
Ambas laminas probablemente se producen como consecuencia de un procesamiento 
alternativo del mismo ARNhn (McKeon y col. 1986, Fisher y col. 1986). 
La microscopia electr6nica evidencia también la relación estructural existente entre 
las laminas y los F.I.. Ambos tipos de polipéptidos poseen una organización 
caracterfstica en forma de bastón de aproximadamente 50 nrn de longitud en el que 
se puede distinguir una cola con 1 6 2 cabezas globulares en su extremo. Tienen un 
diámetro de 10 tun, aunque presentan diferencias en el mímero.de cabezas y en la 
longitud de la cola (Aebi y col. 1986). 
Las laminas y los F.I. también están relacionados inrnunol6gicarnente. El anticuerpo 
monoclonal IFA de ratón obtenido por Pruss y col. (1981) que reconoce a todas las 
clases de F.I., también reconoce a las laminas (Osbom y Weber 1987, Lebel y Raymond 
1987). El epitopo IFA se extiende entre los residuos 369-387 del extremo carboxílico 
del coil 2 en las laminas A, C (Geisler y col. 1983), esta zona en los F.I. presenta una 
secuencia consenso que se considera importante para la interacción de las unidades 
“coiled-coil” en el filamento (Geisler y Weber 1982). 
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CLASIFICACION DE LAS LAMINAS 
Teniendo en cuenta las características bioquímicas, estructura molecular, 
características fisiológicas, su comportamiento durante la mitosis y su expresión 
diferencial durante el desarrollo embrionario, es posible clasificar a las laminas en tres 
grupos (TABLA 1) (Stick 1988): 
LAMINAS TIPO A 
Pertenecen a este grupo, las laminas Ay C humanas, LII, LIV de anfibios y tal vez 
la B2 de aves (Newport y Forbes 1987). Se caracterizan por permanecer solubles en el 
citoplasma durante la mitosis (Stick y col. 1988), poseer un bloque de oligohistidina en 
la región de la cola (Wolin y col. 1987) y ser expresadas en bajos niveles durante el 
desarrollo temprano aumentando su nivel en el curso de la diferenciación celular 
(Stwart y Burke 1987). 
LAMINAS TIPO B 
Pertenecerían a este grupo, la lamina B humana, la Bl de aves y la LI de anfibios 
(Newport y Forbes 1987). Se caracterizan por permanecer asociadas con vesículas de 
membrana cuando la lámina se desensambla durante la mitosis (Stick y col. 1988), 
poseer un residuo de cisteina en el coil IB que falta en las de tipo A (Krohne y 
~01.1987) y ser las únicas constitutivas (Paulin-Levasseur y col. 1988) capaces de formar 
la lamina como un homopolímero. 
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LAMINAS NO A-NO B 
La lamina III de Xenopus laevis, tiene caracteristicas de los dos tipos anteriores, 
le falta el bloque de oligohistidina propio del tipo A, y el residuo cisteina típico de las 
laminas tipo B (Stick 1988), permanece soluble en el citoplasma durante la mitosis 
(Benavente y col. 1985, Stick 1987) y es expresada constitutivamente (Krohne y ~01.1981, 
Stick y Hausen 1985). 
Las laminas se ensamblan poliméricamente “in vivo” formando una malla de 
filamentos ortogonales de 10 nm de diámetro que constituye la lamina, situada entre 
la cromatina periférica y la membrana interna de la envuelta nuclear (Gerace y Burke 
1988, Aebi y col. 1986). La lamina B parece ser responsable del anclaje de la Umina 
a la membrana nuclear interna (Burke y Gerace 1986) y del ensamblaje con el 
citoesqueleto al copolimerizar con la vimentina (Georgatos y Blobel 1987). 
EXPRESION DIFERENCIAL DE IAS LAMINAS 
Existe una expresión diferencial y programada de las laminas durante los procesos 
de diferenciación y desarrollo embrionario. Dentro de una misma especie se detecta 
variabilidad durante el desarrollo embrionario y especificidad de tipo celular, existiendo 
tarnbien variación interespecífica (Lourim y Lin 1989, Smith y Fisher 1989,Benavente 
y Krohne 1985,Stick y Hausen 1985). 
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PROTRINAS RESIDUALES DE LOS POROS COMPLEJOS 
Se conocen 8 glicoproteínas constituyentes de los poros complejos (Snow y col. 1987), 
y todas ellas contienen residuos múltiples N-acetilglucosamina unidos glicosfdicamente 
(Holt y col. 1987). De todas ellas la más claramente identificada como matricial es la 
GP190 (TABLA 1) (Berrios y col. 1983). Esta proteína parece ser la responsable del 
anclaje del poro a las membranas nucleares (Agutter 1988), posiblemente a través de 
su parte glucídica (Gerace y col. 1982). 
2.1.2. COMPOSICION POLIPEPTIDICA DE LA MATRIZ NUCLEOLAR 
La matriz nucleolar puede conseguirse libre de los otros componentes matriciales, 
sometiendo nucleolos aislados a las mismas extracciones sucesivas que se realizan para 
la obtención de matrices nucleares. La composici6n química global de esta fracción es 
semejante a la de la matriz nuclear interfásica (Berezney 1984) pero su perfil 
electroforktico es distinto del perfil de la matriz nuclear total, del de la lámina y del de 
la matriz interna (Berezney 1984, Verheijen y col. 1988). 
En los sistemas estudiados, es la única fracción de la matriz nuclear que no está 
enriquecida en polipéptidos en el rango 60-70 KD (Berezney y Coffey 1976) estándolo 
sin embargo en el intervalo 30-60 KD y presenta numerosas proteínas básicas (Comings 
y Peter 1981). 
Se han detectado imnunológicamente varias proteínas de la matriz nucleolar, cuyas 
características y funciones se enumeran en la tabla II. Entre ellas citaremos, la proteína 
de 145 KD localizada en los filamentos que forman la estructura mayoritaria del 
TABLA 1 
PROTEINAS DE LA FRACCION LAMINA-POROS 
PROTEINA P.M. P.I. TIPO CELULAR FUNCION 
Lamina A 70-74 KD 6.8-7.2 higado de rata -nClcleoesquelética 
en la lámina. 
-silenciador 
transcripcional?. 
Lamina A 71-75 KD 6.8-7.2 eritrocitos de 
pollo idem 
Lamina C 60-62 KD 6.8-7.2 hígado de rata -nucleoesquelética 
en la lámina. 
-silenciador 
transcripcional?. 
Lamina C 68 KD 6.8-7.2 eritrocitos de idem 
(B2) pollo 
LI1 60-68 KD 6.2-6.35 tejidos adultos -nrícleoesquelética 
de Xenopus 1. en la lámina. 
LIV 75 KD 7 estadios tardíos idem 
de espermatogené- 
nesis de Xenopus 1. 
Lamina B62-72 KD 5.6 hígado de rata -nucleoesquelética 
en la lámina. 
-Anclaje lámina- 
membrana nuclear 
interna. 
-Asociación 
lámina-citoesque- 
leto. 
Lamina B 67-71 KD 5.6 eritrocitos de Idem 
W) pollo 
LI 72-75 KD 5.35 tejidos adultos 
de Xenopus 1. Idem 
LI11 60-68 KD 6.4-6.6 neuronas, -nucleoesquelética 
miocitos, en la lámina. 
oocitos, 
y células de Sertoli 
Xenopus 1. 
TABLA 1 (cont.) 
PROTEINAS DE LA FRACCION LAMINA-POROS 
PROTEINA P.M. P.I. TIPO CELULAR FUNCION 
Lclam 67 KD 6.3 oocitos de -nucleoesquetica 
Spísula s. en la lámina. 
Dml 74 KD 6 embriones Idem 
tempranos y 
tardios de 
Drosophila 
melanogaster 
Dm2 76 KD 6 embriones Idem 
tardíos de 
Drosophila 
melanogaster 
GP 190 188-190 KD - embriones -Anclaje del 
de Drosophila poro a las 
melanogaster membranas 
nucleares. 
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esqueleto nucleolar en nucleolos amplificados de Xenopus laevis (Franke y col. 1981, 
Moreno Diaz de la Espina y col. 1982b, Benavente y col. 1984); la nucleolina (C23) 
(Long y Ochs 1983) fosfoproteína de 110 KD implicada en la transcripción del ABNr 
y en el ensamblaje de los ribosomas (Bugler y col. 1982);la numatrina (BU) 
fosfoproteína nucleolar de 40 KD que se localiza en el componente granular del 
nucleolo en interfase (Spector y col. 1984) y está asociada con la inducción de la síntesis 
del ADN en células activadas para la mitosis (Feuerstein 1988); y la Ki67 que es un 
antígeno nuclear de celulas proliferantes localizado predominantemente en el cortex 
nucleolar y en el componente fibrilar denso (Verheijen y col. 1988), sufre redistribución 
mitótica apareciendo en el nucleoplasma durante profase y rodeando a los cromosomas 
condensados en metafase (Verheijen y col. 1989). 
2.1.3 COMPOSICION POLIPEPTIDICA DE LA MATRIZ INTERNA 
Las proteínas de la matriz interna (TABLA III) presentan un amplio rango de Pms 
(40-260 KD) y P.I.(5.5-8.5) (Berezney y col. 1989, Nakayasu y col. 1989), con un 
enriquecimiento en polipéptidos de 60-70 KD de P.I. mas básicos que las laminas 
(Berezney 1984). Parecen ser muy distintas en secuencia unas de otras y a su vez de 
las laminas (Berezney y col. 1989); posiblemente no es& relacionadas con los F.I. ya 
que ninguna de ellas es reconocida por el anticuerpo IFA que es universal contra F.I. 
Es difícil definir con precisión la composición polipeptídica de este componente 
matricial pues es muy sensible a las variaciones en los procedimientos de extracción 
utilizados (Kauffman y col. 1981, Kauffman y Shaper 1984). La oxidación de grupos 
sulfhidrilo (Kauffman y col. 1981, Poznanovic y Sevaljevick 1986), el uso de inhibidores 
de proteolisis (Berezney 1979, Shaper y col. 1979), un aumento en la fuerza iónica 
TABLA II 
PROTEINAR'DEL ERQUELETO NUCLEOLAR 
PROTEINA P.M. P.1 TIPO CELULAR FUNCION 
p145 145 KD 6.15 tejidos adultos -almacenaje y 
y oocitos de transporte 
Xenopus 1. de partículas 
preribosómicas. 
nucleolina 110 KD 5.5 células CH0 -transcripción 
w3) deARRry 
ensamblaje de 
ribosomas. 
numatrina 40 KD 5 linfocitos B -regulación 
(B23) de ratón. de mitogénesis 
celular. 
Antígeno Ki67 - células 
proliferantes 
humanas. 
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(Verheijen y col. 1986), el orden de los pasos en la secuencia de las extracciones 
(Kauffman y col. 1981, Bouvier y col. 1984) y la presencia o ausencia de cationes 
divalentes en el medio de extracci6n (Bouvier y ~01.1985, Bourgeois y col. 1987, 
Lebkowski y Laemmli 1982) son factores que afectan a la cantidad del material 
intranuclear que se recupera (Kauffman y col. 1981, Bouvier y ~01.1985, Bourgeois y 
col.1987), a su composici6n polipeptfdica (Bouvier y col. 1985, Kauffman y col. 1981, 
Berezney 1984, Verheijen y col. 1986) y a su organización estructural (Bouvier y col. 
1985, Bourgeois y col. 1987). 
El uso de agentes inductores de oxidación de grupos sulfhidrilo conduce a la 
aparición en los perfiles polipeptídicos de un amplio número de polipéptidos de pesos 
moleculares superiores a 80 KD si se emplea TTNa (Kauffman y col. 1981, Berezney 
1984), o al enriquecimiento en algunas proteínas que podrían pertenecer al grupo A 
de las proteínas constituyentes de las monopartículas 40s si se emplea 
0-Fenantrolina-Cu, sugiriendo en este ultimo caso que la unión de los informóferos a 
la matriz podrfa estabilizarse via puentes disulfuro (Poznanovic y Sevaljevick 1986). 
El empleo de inhibidores de proteolisis (Berezney 1979, Kauffman y col. 1981, 
Shaper y col. 1979) y el aumento de la fuerza iónica (Verheijen y col. 1986) producen 
variaciones cuantitativas en los perfiles polipeptídicos: la incorporación de PMSF en 
los tampones de extracción hace recuperar un porcentaje significativamente superior 
de proteínas matriciales (Berezney 1979, Kauffman y col. 1981, Shaper y col. 1979), y 
un aumento de la fuerza iónica (ClNa en lugar de SOJNH,),) produce un aumento en 
el porcentaje de proteínas extraidas (Verheijen y col. 1986). 
Los cationes divalentes parecen estabilizar el componente ribonucleoproteico de la 
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matriz interna, que se hace resistente a la extracción en 2M ClNa cuando la digestibn 
con RNasa se realiza en tampones que contienen Mg++ (Bouvier y col. 1985). La matriz 
interna, se enriquece, en este caso, en 2 proteínas de 49 KD y 70 KD (Bouvier y col. 
1985). 
Se han identificado numerosas proteínas como componentes de matriz interna 
(TABLA III): La actina en forma despolimerizada y acldica (PI. 5.1) (Capto y col. 1982, 
Verheijen y col. 1986, Nakayasu y Ueda 1986) parece implicada en la transcripción 
(Schröder y col. 1982, Egly y co¡. 1984) y en la regulación del metabolismo de poly A 
mediado por poly A polimerasa (Schröder y col. 1982), y es, por ahora, la única 
proteína carioesquelética detectada en la matriz nuclear interna. Proteínas que ligan 
actina como la NAB de ACANTHAMOEBA que liga filamentos de actina de forma 
independiente de ATP, y también liga ADN (Rimm y Pollard 1989). Proteínas que ligan 
al ADN con Pms entre 60-70 KD, P.I. mas básicos que las laminas y no relacionadas con 
ellas inmunocitoquímicamente (Noaillac-Depeyre y col. 1987). La proteína de 260 KD, 
semejante a la espectrina, probable componente de los lugares de anclaje de los lazos 
de ADN nuclear (Nakayasu y col. 1989). La proteína de 70 KD específica de Ul RNP 
(Habets y col. 1985); las proteínas de 43 KD y 41.5 KD asociadas al ARNhn (van 
Eekelen y van Venrooij 1981) y la proteína de 73KD de unión a poly A, estas tres 
últimas proteínas se consideran responsables de la unión del ARNhn a la matriz interna. 
(van Eekelen y van Venrooij 1981, Maundrell y col. 1981, Bouvier y col. 1984). 
También se han encontrado asociadas con la matriz interna las principales enzimas 
responsables de la duplicación del ADN (ver TABLA IV), ADN polimerasa o (Smith 
y Berezney 1980), ADN primasa (Wood y Collings 1986b, Tubo y Berezney 1987a y b), 
topoisomerasa II (Berrios y col. 1985), topoisomerasa 1 (Nishizawa y col. 1984) y la 
TABLA III 
PROTEINAS DE LA MATRIZ INTERNA 
PROTEINA 
ACTINA 
P.M. P.I. TIPO CELULAR FDNCION 
43 KD 6.1 oocitos de Xenopus l.-Unión y libera- 
células L51784 de ción de ARNm en 
ratón. la matriz. 
NAB 34XD - Acanthamoeba c. -liga actina y 
(prot.nuclear ADN a la matriz 
que liga nuclear. 
actina) 
PROTEINA DE 73 KD 9.4 eritroblastos de -Unión del ARNhn 
UNION a poly A pato. a la matriz. 
células HeLa 
PROTEINA 41.5 KD 6.7-7.4 células HeLa 53 -Unión del ARNhn 
DE RNPhn hígado de rata a la matriz. 
(grupo cl 
PROTEINA 43 KD 7.4-8.1 células HeLa S3 -Unión del ARNhn 
DE RNPhn higado de rata a la matriz. 
(grupo c) 
PROTEINA 70KD - HeLa S3 -Unión de 
asociada a carcinoma particulas 
ARN Ul escuamoso de RNP Ul a la 
pulmón, matriz. 
fibroblastos, 
células BHK 
PROTEINA 260 KD - higado de rata -Componente de 
de unión a los lugares de 
ADN anclaje de los 
lazos de ADN 
a la matriz. 
TABLA IV 
ACTIVIDADES EN2IMATICAS DETECTADAS EN MATRIZ INTERNA 
ACTIVIDAD ENBINA UNIDA A MATRIS TIPO CELULAR 
Replicaoión del 
ADN 
ADN polimerasa alfa hlgado de rata 
células CV-l 
riñón de mono 
africano, 
fibroblastos. 
Replicación del 
ADN 
ADN primasa células HeLa 
Regulación de la ADN metilasa células asci- 
expresión génica tes Krebs 2 
por medio de de ratón. 
acetilación de ADN 
Síntesis de 
poly A de ARNhn 
Polimerasa poly A roedores 
Transcripción de 
ARNhn 
AHN polimerasa II células He- 
la S3 
Desenrolle de la Topoisomerasa II 
hélice de ADN (sub.166-170 KD) 
(regulación de la 
densidad superhelicoidal 
de ADN) 
embriones de 
Drosófila m. 
linfoblastoides 
de pollo (células 
MSB-1) 
Regulación de la 
densidad 
superhelicoidal 
de ADN. 
Topoisomerasa 1 
(sub.95 KD) 
hígado de rata 
en regeneración 
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ADN metilasa (Burdon y col. 1985) implicada en su metilación, y por tanto en la 
regulaci6n de la expresión genica (Burdon y col. 1983, y las principales enzimas 
catalizadoras de la transcripción del ARN, la ARN polimerasa II (Lewis y col. 1984) 
y poly A polimerasa (Schröder y col. 1984). 
2.2. EL ADN MATIUCIAL 
La matriz contiene siempre un pequeño porcentaje (0.1-0.2 %) de ADN, 
altamente resistente a la digestión nucleásica y a la extración salina, denominado ADN 
matricial (ADNmn) (Berezney y Coffey 1975). Los resultados de los estudios de cin6tica 
de reasociación del ADNmn son contradictorios y no han permitido establecer 
conclusiones sobre un enriquecimiento (Neuer y Werner 1985, Jacksson y col. 1984) o 
no (Pardo11 y Vogelstein 1980, Chimera y Musich 1985) en secuencias repetitivas. 
Tampoco ha sido posible identificar una secuencia única que fuera la responsable 
de la unión del ADN a la matriz (Pardoll y Vogelstein 1980) pero si se han detectado 
secuencias de unión, conocidas con el nombre de SAR o MAR (Amati y Gasser 1988), 
en espaciadores no transcritos (Mirkotvich y col. 1984), orígenes de replicación (Arnati 
y Gasser 1988). centrómeros (Amati y Gasser 1988) y adyacentes a regiones “enhancer” 
(Cockerill y Garrard 1986). Aunque no presentan fuerte homología de secuencia, 
comparten algunas caracterfsticas comunes: son similares en longitud y contenido en 
A/T (Newport y Forbes 1987), poseen secuencias consenso de ruptura por 
topoisomerasa II (Cockerill y Garrard 1986) y compiten, aunque pertenezcan a 
organismos filogenéticamente muy distanciados, por las mismas proteínas matriciales 
(Cockerill y Garrard 1986). 
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2.3.ELARNDELAMATRlZNUCLEAR 
La composición quimica global de las matrices nucleares evidencia también un 
pequeño porcentaje (0.05-1.2 %) de ARN en la matriz (Berezney y Coffey 1977). 
El ARNhn y los ARNsn de pequeño tamaño implicados en la maduración génica 
se han aislado bioquímicamente y detectado inmunol6gicamente en fracciones de matriz 
nuclear (van Eekelen y van Venrooij 1981, van Eekelen y col. 1982, Maundrell y col. 
1981, Ross y ~01.1982, Long y Schrier 1983). 
Las moléculas de ARNhn se asocian a la matriz desde el principio de su 
transcripción (Jackson y col. 1981), detectandose un enriquecimiento de trancritos 
primarios de genes activos e intermedios de procesamiento en la matriz interna (Ross 
y col. 1982, Ciejek y ~01.1982, Maundrell y col. 1981) asf como de ARNs pre-r en la 
matriz nucleolar (Ciejek y col. 1982). Estos productos génicos se han localizado en 
fibrillas ribonucleoproteicas que también contienen ARNsn en la matriz interna de 
esqueletos nucleares (Gallinaro y col. 1983) y tal vez constituyen la unidad básica del 
procesamiento del ARNhn (Gallinaro y col. 1983) pues se sabe que esta mol6cula 
permanece unida a la matriz durante su maduración (Agutter y Birchall 1979, van 
Eekelen y van Venrooig 1981) y solo es liberada después de la escisión del último 
intrón (Agutter 1988, Gruss y col. 1979). 
Todos los ARNsn se han encontrado en la matriz (Gallinaro y col. 1983, Ciejek y 
co1.1983), el U3 ARNsn está restringido al nucleolo (Parker y Steitz 1987) y los demás 
se situan en la matriz interna (Reuter y col. 1984, Verheijen y col. 1986, Smith y col. 
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1986). 
La asociación a la matriz tanto de RNPsn como de RNPhn requiere filamentos de 
actina (Nakayasu y Ueda 1984) pero el tipo de unión de ambas moléculas 
probablemente sea distinto ya que se han podido eliminar diferencialmente de la matriz 
por tratamiento con 1% deoxicolato sódico (Pogo y col. 1982). 
3. CORRESPONDENCIA “IN SITU” DE LA MATRIZ INTERFASICA 
Aunque la existencia de una matriz nuclear “in situ” es aceptada actualmente por 
Ia gran mayoria de los grupos que trabajan en este campo, existen críticas acerca de 
su realidad “in vivo”. Se ha aducido que el prolongado tratamiento para aislar matrices 
nucleares y en particular la extracci6n con alta salinidad (2M ClNa) promueven 
agregación y reordenamiento de componentes nucleares (Hadlacky y col. 1981, 
Wunderlich y col. 1983). 
CORRESPONDENCIA “IN SITIJ” DE LA MATRIZ INTERNA 
Este componente matricial es el más cuestionado (Kauffman y ~01.1981) ya que 
algunas proteinas intranucleares pueden unirse covalentemente y formar fibrillas 
artefactualmente por oxidación espontánea o inducida de grupos sulfhidrilo 
intermoleculares (Kauffman y ~01.1981) y también puede producirse unión covalente 
entre proteínas, posteriormente a la extracción, por fijación con glutaraldehido en los 
especímenes para M.E. (Bekers y col. 1986). La alta concentración salina induce 
colapso y agregación en regiones del nucleoplasma que contienen altas concentraciones 
de cromatina (Hadlacky y col. 1981, Burkholder 1983) y, también trazas de Ca++ pueden 
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agregar y precipitar componentes nucleares solubles (Lebkowski y Laemmli 1982, 
Comerford y col. 1985). 
Sin embargo, la tinción regresiva de EDTA que permite identificar el componente 
RNP de la matriz interna indica que existe una buena correspondencia entre la malla 
matricial y los dominios RNP intercromatinicos del núcleo donde se produce la 
transcripción y replicación de la cromatina activa (Berezney 1984). 
En esta misma linea, el uso de anticuerpos contra RNPs ha permitido la 
localización conjunta de RNPsn y RNPhn en la matriz interna al igual que sucede en 
los dominios intercromatínicos del núcleo “in situ” (Reuter y col. 1984, Verheijen y col. 
1986, Smith y col. 1986). 
Ademas, se han citado como componentes de esta estructura matricial “in situ”: la 
actina nuclear (Nakayasu y Ueda 1985, Clark y Rosenbaum 1979), los gránulos 
intercromatínicos (Berezney y Coffey 1977, Smith y col. 1986, Turner y Franchi 1987), 
precentrómeros en matrices interfásicas (Cox y col. 1983) y complejos sinaptonémicos 
en matrices nucleares preparadas a partir de células en paquitene (Raveh y Ben-Ze’ev 
1984). Aunque queda por dilucidar con respecto a la compleja estructuración 
fibrilogranular de la matriz interna qué protefnas forman parte integral de la malla y 
cuales se encuentran asociadas a ella por interacciones resistentes a alta fuerza iónica. 
CORRESPONDENCIA “IN SITIJ” DE LA MATRIZ NIJCLEOLAR 
Es difícil establecer correspondencias entre la matriz nucleolar y el nucleolo “ín 
situ” debido a la estructura altamente compacta que presenta este componente matricial 
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cuando se usan cationes divalentes en los tampones de aislamiento (Berezney 1984), o 
a la estructura fibrilar descondensada pero homogénea, sin centros fibrilares 
morfológicamente distinguibles, en los procedimientos que usan EDTA (Bouvier y col. 
1980). 
Sin embargo, el uso de anticuerpos contra proteínas nucleolares ha permitido 
salvar, en parte, esta dificultad (Benavente y co1.1984, Feuerstein y co1.1988). La 
nucleolina (Long y Ochs 1983), numatrina (Feuerstein y col. 1988) y la proteína de 
145 KD de Xenopus laevis (Benavente y col. 1984) se detectan inmunocitoquímicamente 
en la matriz nucleolar y en el nucleolo “in situ”. La nucleolina se encuentra asociada a 
los centros fibrilares, en el componente fibrilar denso y en el granular (Spector y col. 
1984); la numatrina en el componente fibrilar denso y en el granular (Spector y col. 
1984); y la proteína de 145 KD en el cortex nucleolar de nucleolos amplificados, en los 
cuerpos medusoides, cuerpos nucleoplásmicos y en la periferia nucleolar de células 
somáticas de la misma especie (Benavente y col. 1984) lo que permite suponer que la 
matriz nucleolar es una estructura continua que se extiende por todo el nucleolo en 
conexión con la matriz interna. 
CORRESPONDENCIA “IN SI’I-U” DE LA LAMINA RESIDUAL 
Este componente es muy estable independientemente del procedimiento de 
extracción utilizado (Kauffman y col. 1981, Bouvier y col. 1985). Las laminas se detectan 
“in situ” en la periferia nuclear (Gerace y col. 1982), adosadas a la membrana interna 
de la envuelta nuclear, estando ausentes de los poros complejos y del interior del núcleo 
(Gerace y Blobel 1971). 
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4. EL ESQUELETO CROMOSOMICO 
En analogía con el metodo de obtención de la matriz nuclear interfasica se pueden 
obtener estructuras esqueleticas de cromosomas en metafase sometiendolos a digestión 
de su ADN y extracción posterior de protefnas con alta salinidad o con polianiones 
(Paulson y Iaernmli 1977). 
El esqueleto cromosómico refleja la forma del cromosoma, presenta una estructura 
continua que recorre el eje de cada cromátida unida por los cinetocoros residuales 
(Paulson y Iaemmli 1977, Earnsbaw y Iaemmli 1983), es sensible a la quelación, y 
mantiene su organización probablemente por interacciones metaloprotéicas (Lewis y 
Laemmli 1982, Mirkovitch y col. 1984). Omitiendo la digestión con DNasa y realizando 
un extendido de los cromosomas se obtienen “nucleoides” metafásicos con todo el ADN 
desplegado (Paulson y Laemmli 1977). Esta molécula se organiza en lazos que emergen 
de la estructura axial cuya longitud media es semejante a la de los lazos de la matriz 
interfásica (Paulson y Laemmli 1977). Se supone, por tanto, que una estructura 
esquelética mantiene al ADN eucariótico con su configuraci6n espacial en lazos durante 
todo el ciclo celular. 
4.1 COMPOSICION QUIMICA DEL ESQUELETO CROMOSOMICO 
Las principales proteínas son no histónicas con Pms comprendidos entre 48-170 
KD (Lewis y Laemmli 1982, Earnshaw y Laemmli 1983, Jeppesen y Morten 1985). Dos 
de ellas son mayoritarias: SC2 (135 KD) y SC1 (170 KD) y estan estabilizadas por 
cationes divalentes (Cu”, Ca++, Mg++) (Lewis y Laemmli 1982). SC1 ha sido 
identificada como la topoisomerasa II y se encuentra en la base de los lazos de ADN 
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en cromosomas metafásicos (Earnshaw y col. 1985). 
Las proteínas en el rango 48-71 KD son muy características en los perfiles 
electroforéticos, todavía no estan bien caracterizadas pero resultan de interés porque 
sus Pms coinciden con algunas proteínas de la matriz interfásica (Plagens 1978, Pieck 
y col. 1985, Goodherham y Jeppesen 1983, Jeppesen y Morten 1985, Razin y col. 1981), 
entre ellas ~52 y p60 son proteínas de unión al ADN y componentes de la estructura 
de asociaci6n al ADN en la base de los lazos (Razin y col. 1981). Pertenecen también 
al esqueleto cromosómico dos proteínas del cinetocoro de 77 KD y 110 KD que han 
sido localizadas inmunológicamente (Earnshaw y col. 1984). 
4.2. EL ADN DEL ESQUELETO CROMOSOMICO 
En similitud con la matriz nuclear interfasica también existe un ADN residual 
asociado al esqueleto cromosómico (ADNsc) (Razin y col. 1981, van der Velden y col. 
1984) unido por sus orfgenes de replicación (van der Velden y col. 1984). Estos lugares 
de unión del ADN son comunes a la matriz interfásica y al esqueleto cromosómico y 
aparecen conservados durante todo el ciclo celular. 
4.3. RELACION MATRIZ NUCLEAR-ESQUELETO CROMOSOMICO 
El mantenimiento durante todo el ciclo celular de la configuración espacial del 
ADN en forma de lazos (Paulson y Laemmli 1977), de algunas proteínas constituyentes 
de la base de los lazos (~52, ~60, topoisomerasa II) (Razin y col. 1981, Earnshaw y 
~01.1984, 1985) y de los orígenes de replicación como lugares de unión ADN-esqueleto 
(van der Velden y col. 1984) hacen suponer que el esqueleto cromosómico se origina 
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por una reorganizaci6t-r de partes de la matriz (van der Velden y col. 1984, Razin y col. 
1981). Esta última estructura tiene un perfil electroforetico más complejo que el del 
esqueleto cromosómico (Pieck y col. 1985, Jeppesen y Morten 1985) lo que resulta 
compatible con la migración citoplásmica de algunos componentes de la matriz durante 
la mitosis como es el caso de la lámina, proteínas de los poros complejos (Davis y 
Blobel 1986), y las RNPhn y RNPsn (Reuter y col. 1985, Spector y Smith 1986, 
Verheijen y col. 1986); así como con la implicación de la matriz nuclear en la 
transcripción y en la duplicación del ADN (Berezney 1984, Jackson y Cook 1986) 
procesos en los que el cromosoma se muestra inerte. 
5. LA MATRIZ NUCLEAR DURANTE EL CICLO CELULAR 
Durante el ciclo celular la matriz se manifiesta como una estructura dinámica, 
capaz de desensamblarse en sus partes constituyentes y distribuirse ordenada y 
heterogéneamente por el citoplasma y los cromosomas mitóticos para volver después 
a reestructurarse con la organización típica de interfase (Burke y Gerace 1986, Chaly 
y col. 1984). 
5.1 DISTRIBUCION TOPOLOGICA DE LAS PROTEINAS MATRICIALES DURANTE 
EL CICLO CELULAR 
DISTRIBUCION CITOPLASMICA DE LAS LAMINAS 
La lámina se comporta diferentemente del resto de la matriz. Las laminas que 
constituyen los filamentos ortogonales de la lámina interfásica (Aebi y col. 1986) sufren 
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una hiperfosforilación durante la profase mitótica (Burke y Gerace 1986, Ottaviano y 
Gerace 1985) y como consecuencia se desensamblan y distribuyen en el citoplasma bien 
libres en forma monomérica o dimérica como las láminas A, C, o asociadas a vesículas 
de membrana como la lamina B (Stick 1988). Las 3 laminas permanecen en el 
citoplasma desde profase hasta anafase, translocándose a las superficies cromosómicas 
en telofase (Burke y Gerace 1986). Las laminas A y C se reensamblan en los extremos 
teloméricos de los cromosomas mitóticos (Jost y col. 1986) y la B parece que 
interacciona con los cromosomas en sus centros organizadores de la envuelta nuclear 
(Jost y Jhonson 1981) de forma que las vesículas de membrana también se anclan a las 
superficies cromosómicas. La polimerización de las laminas para formar la lámina 
interfásica requiere su defosforilación que es catalizada durante telofase por una 
fosfatasa alcalina citoplásmica (Jost y col. 1986). 
DISTRIBUCION CITOPLASMICA DE OTRAS PROTEINAS MATRICIALES 
Ademas de las laminas también se distribuyen citoplásmicamente durante la 
mitosis: varias proteínas de los poros complejos (Snow y col. 1987), las RNPsn y las 
RNPhn (Verheijen y ~01.1986) y la proteína de 125 KD (Philipova y col. 1987) que 
participa en los procesos que preparan a la célula para la mitosis. 
5.2 ASOCIACION DE PROTEINAS MATRICIALES CON LOS CROMOSOMAS 
METAFASICOS 
Algunas proteínas de matriz interna se detectan inmunologicamente en el esqueleto 
cromosómico (topoisomerasa II, protelnas del cinetocoro) (Earnshaw y col. 1985, Cox 
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y col. 1983) o asociadas a cromosomas metafásicos como las proteínas de unión al AUN 
de 60-70 KD (Noaillac-Depeyre y col. 1987). 
La matriz interna, por tanto, presenta una distribución heterogénea durante la 
mitosis, parte de ella forma el esqueleto cromosómico y parte se distribuye en el 
citoplasma. 
6. FUNCIONES DE LA MATRIZ NUCLEAR 
La matriz nuclear está implicada en los principales procesos metabólicos que 
ocurren en el núcleo. En el metabolismo del AUN, organizando los dominios 
funcionales de 6sta molécula (Razin 1987) y participando en el proceso de su síntesis 
(Smith y col. 1984). En el metabolismo del ARN, participando en los procesos de 
transcripci6n (Ciejeck y col. 1982, 1983),maduración (Gallinaro y ~01.1983) y transporte 
del ARN (Agutter 1988, Schröeder y col. 1987) y, en la regulación de la expresión 
génica mediada hormonalmente (Barrack y Coffey 1982). 
La estructura continua y dinámica de la matriz nuclear proporciona el soporte 
físico para la integración de estos procesos que se realizan coordinadamente en 
asociación con ella (Berezney 1984, Schröder y col. 1987). 
6.1 ORGANIZACION DEL ADN LINEAL EN’LOOPS” 
Existe un amplio consenso, basado en datos experimentales, en atribuir a la matriz 
nuclear el papel de estructura esquelética responsable de organizar al ADN eucariótico 
en dominios estructurales y funcionales (Paulson y Laemmli 1977, Berezney 1984, Razin 
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1987). 
Omitiendo la digestión con DNasa en el procedimiento de extracción, se ha 
conseguido la visualización de una estructura matricial con el ADN total asociado 
formando lazos con sensibilidad aumentada a DNasa 1 (Cook y Brasell 1976, Cook y 
col. 1976,‘Benyajati y Worcell 1976, Vogelstein y col. 1980). 
El ADN lineal eucariótico está organizado en dominios o lazos de tamaño variable 
(30-300 Kpb) anclados por sus extremos a la matriz nuclear proteica (Hancock y Hughes 
1982, Berezney 1984). Estos lazos son estructuras dinámicas (Cook y Brazelll976, Cook 
y ~01.1976) de diferentes tipos y son los responsables de la organización topológica del 
ADN interfasico (Hancock y Hughes 1982, Berezney 1984, Razin 1987), así como de la 
expresión génica (Burdon y col. 1985). 
Se han detectado numerosas proteínas matriciales en la base del lazo de ADN 
(Razin y ~01.1981, Bodnar y co1.1983), lo que sugiere que su organizaci6n es compleja. 
Se pueden distinguir al menos dos grupos de proteínas que pueden ser liberadas por 
distintos tratamientos (Razin y col. 1981). Un grupo parecen estar unidas directamente 
al ADN por unión covalente resistiendo el tratamiento mercaptoetanol-sarcosil, y un 
segundo grupo podrían estar unidas indirectamente al ADN, a través de algunas 
proteínas del grupo anterior por medio de puentes disulfuro, las cuales resisten el 
tratamiento con sarcosil pero se disocian con mercaptoetanol (Razin y col. 1981). 
En la periferia nuclear, los cromosomas son mantenidos durante toda la interfase 
en posiciones fijas por medio de uniones ADN-lámina, el ADN de estas uniones tiene 
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una longitud aproximada de 10 Rb, es rico en A/T y bastante homogéneo en su 
secuencia (Razin 1987). 
6.2 DUPLICACION DEL ADN EN LA MATRIZ 
Está bien establecido que la matriz interna es el lugar en donde se produce la 
duplicación del AUN. El ADN de nueva síntesis (Berezney y Coffey 1975), así como los 
fragmentos de Okazaki e intermedios de duplicación se asocian a la matriz (Jackson 
y Cook 1986) y también las principales enzimas replicativas (ADN polimerasa cr,B y 
primasa) (Nishizawa y col. 1984, Smith y col. 1984, Foster y Collins 1985, Wood y 
Collins 1986). La matriz puede continuar “in vitre” la síntesis de AUN en las horquillas 
de replicación iniciadas “in vivo” (Tubo y col. 1985). Estos lugares de replicación se 
han localizado por imnunofluorescencia (Nakayasu y Berezney 1989) o autorradiografia 
(Pardo11 y col. 1980), y están distribuidos por la matriz interna como “gránulos de 
replicación” que contienen grupos de replicones asociados (Nakayasu y Berezney 1989), 
conociendose la variación topográfica de su replicación alo largo de la fase S (Nakayasu 
y Berezney 1989). 
La duplicación del ADN se produce en familias de replicones unidos a la matriz 
interna (Nakayasu y Berezney 1989). Una familia es el conjunto de replicones que se 
duplica coordinada y simultáneamente en un momento determinado de la fase S (Lau 
y Arrigui 1981). Cada replicón forma un lazo cerrado en su base por proteínas de la 
matriz (Wanka y col. 1982). En el inicio de la fase S o quizá antes (Smith y Berezney 
1980, 1983) se unen a la base de cada lazo dos complejos replicacionales adyacentes, 
responsables de la duplicación bidireccional del AUN cuando éste pasa a través de 
ellos (Wanka y col. 1982). Mientras el ADN se esta duplicando existen en el replicón 
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dos puntos de unión ADN-matriz (Wanka y col. 1982). Los orígenes de replicación son 
lugares de asociación permanentes durante todo el ciclo celular, mientras que las 
horquillas de replicación están unidas sólo durante la fase S (Razin 1987). El ADN 
ya duplicado se sitúa entre ambos puntos de unión (Wanka y col. 1982) desapareciendo 
la unión de la horquilla cuando finaliza la duplicación del replicón (Razin 1987). 
6.3 LA MATRIZ Y EL METABOLISMO DEL ARN 
LA MATRIZ LUGAR DE SINTESIS DEL ARN 
Numerosos datos experimentales demuestran que la matriz es el lugar donde se 
produce la síntesis del ARN. Los genes en transcripción activa (Ciejek y col. 1983, 
Robinson y col. 1983) y los potencialmente transcribibles se asocian selectivamente 
con la matriz nuclear (Razin 1987) a través de lugares de unión ADN-matriz interna 
que son de naturaleza transitoria en el primer caso; y a través de lugares estables 
situados en los extremos Sde genes potencialmente transcribibles en el segundo caso 
(Razin 1987). Las principales enzimas catalizadoras de transcripción como ARN 
polimerasa II, poly A polimerasa (Lewis y col. 1984, Schröder y col. 1984), así como el 
ARN de nueva síntesis (Envión y Moyne 1981, Fakan y col. 1976) y productos génicos 
concretos: el ARN precursor de 8-globina, ovoalbúmina y ovomucoide, ARNs 
preribosómicos de 32s y 4% y transcritos virales (Ross y col. 1982, Ciejek y col. 1982, 
Abufalia y col. 1984), también se han localizado en la matriz. Las estructuras 
ribonucleoproteicas correspondientes a los productos de la transcripción “in situ” tales 
como las fibrillas pericromatínicas se reconocen en la matriz interna al M.E. (Berezney 
y Coffey 1977, Smith y col. 1986). 
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LA MATRIZ LUGAR DE PROCESAMIENTO DEL ARN 
Ia localización conjunta de RNPsn y RNPhn en estadios intermedios de -- 
procesamiento, en fibrillas ribonucleoproteicas de la matriz interna (Gallinaro y col. 
1983) seiialan a esta estructura como lugar de maduración del ARN (Schröder y col. 
1989). 
LA MATRIZ Y EL TRANSPORTE DEL ARN 
Se ha propuesto que la matriz nuclear es el soporte físico responsable del 
transporte nucleocitoplásmico del ARN y que esta molécula permanece unida a la 
matriz desde el momento de su síntesis hasta el de su liberación en el citoplasma a 
través de los poros complejos (Agutter 1988, Schröder y col. 1989). Los datos 
experimentales mas recientes estan consolidando el concepto de que el transporte del 
ARN se produce siempre en estado sólido, es decir, unido a estructuras esqueléticas 
celulares: matriz nuclear, poro complejo y citoesqueleto (Agutter 1988, Schröder y col. 
1989). 
En el transporte del ARNm del núcleo al citoplasma se consideran tres fases 
principales que implican procesos de asociación/disociación en lugares específicos de 
estructuras esqueléticas: la liberación del ARNm de su lugar de unión intranuclear en 
la matriz interna, la traslocación del ARNm a través del poro complejo y su unión 
posterior al citoesqueleto (Schöeder y col. 1989). 
A nivel de la matriz esta hipótesis viene apoyada por un conjunto .de datos 
experimentales. El ARNm permanece asociado a esta estructura desde su sfntesis y 
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también durante su maduración (Miller y col. 1978), y sólo es liberado de ella después 
de la excisión del último intrón (Agotter 1988). Una vez maduro el ARNm se libera de 
la matriz en presencia de ATP y cationes divalentes (Schröder y col. 1987); 
aparentemente la actina nuclear está implicada en la unión del ARN a la matriz 
nuclear (Nakayasu y Ueda 1985). Solo los ARNm maduros son transportados desde la 
matriz al citoplasma a través de los poros complejos (Maull977); su traslocación parece 
estar asociada a cambios en su estructura tridimensional (Skoglund y col. 1983) y 
composición proteínica (Bag 1984) y requiere hidrólisis de ATP (Webb y col. 1981). La 
ruptura de la molecula de ATP, con el consiguiente desprendimiento de energia 
necesario para la translocación, es catalizada por una NTPasa (Agutter y Thomsom 
1989) que parece estar localizada en la cara interna de la envuelta nuclear (Clawson y 
col. 1984). Existe en el poro una proteína transportadora específica (~110) a la cual 
parece unirse el ARNm a trav& de su cola de poly A (Bachman y col. 1984) previa 
fosforilación del lugar de unibn (Mc Donald y Agutter 1980). 
Inmediatamente despu6s de su translocación el ARNm se une al citoesqueleto 
(Jeffery 1982) a través del sistema de microfilamentos (Ramaekers y col. 1980) o del 
de F.I. (Howe y Hershey 1984) del tipo de las citoqueratinas (Grossi de Ba y col. 1988). 
Esta unión es un prerequisito para su traducci6n (Bormeau y col. 1985). 
6.9. LA MATRIZ Y LA ACCION HORMONAL 
El descubrimiento de que genes inducibles por hormonas esteroides se asocian con 
la matriz nuclear (Robinson y col. 1983), la localización de lugares aceptores en la 
malla interna (Barrack y Coffey 1982) la visualización en el ME de receptores 
específicos de tejido y de hormona sobre el ADN matricial (Kirschy col. 1986) y la 
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determinación por electroforesis de que ciertas proteínas matriciales se fosforilan de 
forma correlacionada con la estimulación de la transcripción génica mediada 
hormonalmente (Sevaljevick y col. 1982), apoyan la hipótesis de que la matriz nuclear 
está implicada en la regulación de la expresión genica probablemente modulando la 
estructura de la cromatina (Kirsch y col. 1986) y determinando la disponibilidad de 
lugares para la unión de la ARN polimerasa a la eucromatina (Sevaljevick y col. 1982). 
7. EFECTOS DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION SOBRE LA 
ULTRAESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DE LA MATRIZ NUCLEAR 
7.1 PROCEDIMIENTO GENERAL DE OBTENCION DE MATRICES NUCLEARES 
En términos generales, el procedimiento secuencial de obtención de matrices 
nucleares consiste en tratamientos sucesivos de los núcleos con detergentes no iónicos, 
soluciones de baja y alta fuerza iónica y digestión con nucleasas (Berezney y Coffey 
1974, Wanka y col. 1977, Kuzmina y col. 1981) y tiene como finalidad aislar la estructura 
mínima que es necesaria para mantener la forma nuclear y su compartimentalizaci6n 
básica (Berezney 1979). Todas estas extraciones afectan de forma dramática a la 
composición química y a la organización estructural del núcleo. 
EXTRACCION CON DETERGENTES NO IONICOS 
Sus efectos principales son la solubilización de los lípidos de las membranas 
nucleares (99%) y a nivel de ultraestructura la perdida de la morfología típica de la 
envuelta nuclear que a partir de esta extracción es observada como una capa fibrilar 
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continua de estructura compleja, densa a los electrones (Kauffman y col. 1981, Berezney 
1979). 
EXTRACCION CON SOLUCIONES DE BAJA FUERZA IONICA 
Se han empleado varios tipos de soluciones con baja fuerza iónica: tampones con 
baja concentracción de Mg++ (0.2-0.5 mM) (B erezney 1979, Kauffman y col. 1981, 
Bouvier y col. 1984), o con EDTA (l-2 mM) (Long y Schrier 1983) o con iodosalicilato 
de Litio (LIS) (lo-25 mM) (Gasser y Laemmli 1986, Phi Van y Strätling 1988) o con 
polianiones (sulfato dextrano y heparina) (Adolph 1980). 
La extracción con bajas concentraciones de Mg++ se emplea en preparaciones 
convencionales antes de la extracción con alta salinidad y tiene como efectos principales 
la eliminación de cantidades importantes de ADN nuclear (75%), proteína (50%) y 
ARN (20%) y a nivel estructural la reducción de las masas de cromatina condensada 
que se observan al M.E. como fibras gruesas muy densas a los electrones después de 
este tratamiento (Berezney y Coffey 1974). 
EXTBACCION CON ALTA FUERZA IONICA 
En esta extracción se eliminan de los núcleos las histonas y otras proteínas no 
histónicas solubles. Los procedimientos convencionales emplean sales como ClNa (2M) 
o ClK (0.4-1M) y SO,(NH,), (0.4M) (Berezney y.Coffey 1974, Gallinaro y col. 1983, 
Verheijen y col. 1986). La acción del tampón de alta salinidad se realiza disociando las 
interacciones electrostáticas que puedan existir en el núcleo “in vivo” y como 
consecuencia se liberan cantidades importantes de ADN, proteína y ARN nuclear 
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(Berezney y Coffey 1974, Verheijen y col. 1986). 
La extracción con EDTA, LIS o polianiones tiene como objetivo evitar las 
condiciones de alta fuerza iónica en la obtención de matrices nucleares (Long y Ochs 
1983, Mirkovitch y ~01.1984). Estos procedimientos al igual que la extracción con las 
otras sales eliminan de los núcleos las historias y otras proteínas solubles (Long y Ochs 
1983, Mirkovitch y col. 1984). En particular, la extracción con LIS resulta adecuada si 
se quieren estudiar las secuencias específicas de ADN unidas a la matriz (Mirkovitch 
y ~01.1984) ya que este agente parece evitar el deslizamiento del ADN sobre sus lugares 
de unión a matriz producido en las extracciones de alta fuerza iónica (2M CINa) 
(Mirkovitch y col. 1984, Phi Van y Strätling 1988, Gasser y Laemmli 1986). 
Arenstorf y col.( 1984) han mostrado tambien que las proteínas Ay B de las RNPhn 
pueden reasociarse artefactualmente en presencia de tampones de alta fuerza iónica 
formando fibras de diámetro regular y aspecto helicoidal que se estabilizan por puentes 
disulfuro después de la digestión con nucleasas (Lothstein y col., 1985). 
TRATAMIENTO CON NIJCLEASAS EXOGENAS 
Generalmente consiste en tratamientos exhaustivos con altas concentraciones de 
DNasa 1 y RNasa A que digieren el ADN y ARN nuclear (Berezney y Coffey 1974, 
Comings y Okada 1976). Como consecuencia desaparecen de los núcleos las masas de 
cromatina condensada (Berezney y Coffey 1974). 
Las extracciones salinas producen colapsamiento y agregación de las regiones 
nucleoplásmicas que contienen altas concentracciones de cromatina (Okada y Comings 
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1980, Burkholder 1983) y pueden producir matrices nucleares “artefactuales”, que 
ademas podrían englobar otros componentes nucleares que no serían matriciales “sensu 
strictu”. Por ello, en el caso de que los núcleos no posean actividad de DNasa endógena 
y las digestiones con nucleasas se realicen posteriormente a la extracción con alta 
salinidad, es necesario una digestión inicial con bajas concentraciones de DNasa 1, con 
el fin de prevenir el gel de ADN que se produce despuQ de la deshistonización como 
consecuencia del tratamiento con alta fuerza iónica (Berezney y Coffey 1977). 
Si se pretende mapear las secuencias génicas del ADN matricial, entonces es 
preciso realizar las digestiones con nucleasas mediante enzimas de restricción (Gasser 
y Laemmli 1986). 
7.2 VARIACIONES DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION Y SU 
RRPERCUSION SOBRE LAS ESTRUCTURAS MATRICIALES 
Entre las variantes del procedimiento convencional, tres de ellas proporcionan 
bastante información acerca de la naturaleza de las interacciones que estabilizan la 
matriz nuclear. Esta estructura es afectada por la ausencia de cationes divalentes en los 
tampones de extracción (Lebkowski y Laemmli 1982, Bouvier y col. 1985, Dijkweh y 
Wenink 1982, Bekers y col. í986), la inducción de enlaces disulfuro entre grupos -SH 
(Kauffman y col. 1981, Kauffman y Shaper 1984, Jeppesen y Morten 1985) y el orden 
de las extracciones en la secuencia de aislamiento, en particular realizar las digestiones 
con nucleasas antes de la extracción salina (Dwyer y Blobel 1976, Kauffman y col. 1981, 
Bouvier y ~01.1985, Bouvier y col. 1982). 
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EFECTO DE LAS CONDICIONES DE DIGESTION CON RNasa 
Poco después de que Berezney y Coffey (1974) aislaran “matrices nucleares” de 
hígado de rata, Jhyer y Blobel (1976) publicaron un procedimiento muy similar para 
obtener la fracción lámina-poros en el mismo tipo de núcleos. Ambos procedimientos 
eran similares y consistian en digestiones nucle&ks y extracción con Tritón X-100 y 
alta salinidad (Berezney y Coffey 1974, Dwyer y Blobel 1976) pero invertían el orden 
en la secuencia de extracción, Dwyer y Blobel realizando las digestiones con nucleasas 
antes de la extracción salirwobtenlan la fracción lámina-poro, mientras que Berezney 
y Coffey conseguían matrices nucleares completas al efectuar las digestiones con 
nucleasas después de la extracción salina. Los experimentos de Kauffman y col. (1981) 
proporcionaron la primera explicación satisfactoria a esta aparente contradicción al 
demostrar que las digestiones previas a la extracción en alta salinidad son muy efectivas 
para eliminar el ARN de la matriz interna y del nucleolo; mientras que si la digestión 
con nucleasas se realiza después de la extracción salina, un porcentaje importante de 
ARN se vuelve resistente a la digestión y permanece en el interior nuclear. Este ARN 
matricial remanente parece indispensable para mantener la estabilidad de la matriz 
interna y del nucleolo residual. Los experimentos de algunos autores (Bouvier y col. 
1982, Bouvier y col. 1985) corroboran este mismo supuesto, la matriz interna y el 
nucleolo residual parecen estabilizarse por interacciones ARN-proteína. 
Sin embargo, este punto permanece abierto y conflictivo porque existen 
experimentos de otros autores en los que la digestión con RNasa no afecta la estabilidad 
de la malla interna, que sin embargo desaparece completamente tras digestión con 
proteasas (Miller y col. 1978, Pouchelet y col. 1986), sugiriendo que el ARN se asocia 
a la matriz nuclear que estaría estabilizada exclusivamente por interacciones proteína- 
proteína. 
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Todos estos resultados tomados en conjunto llevan a pensar que existiría “in situ” 
un delicado entramado fibrilar estabilizado por la asociación de las RNPhn y RNPsn. 
A nivel molecular el tratamiento con alta concentración salina supone una disrupción 
violenta y esta matriz interna sólo podría resistir la extracción en caso de estar 
estabilizada, es decir presentar RNPs asociadas a ella. 
EFECTO DE LOS CATIONES DIVALENTES 
El ambiente iónico afecta la morfología de conjunto de la matriz nuclear 
especialmente a la matriz interna y a los nucleolos residuales. 
Ia matriz interna es estabilizada por cationes divalentes tanto en sus dominios de 
cromatina (Lebkowski y Iaemmli 1982) como en sus dominios ribonucleoproteicos 
(Bouvier y col. 198.5). 
En los dominios de cromatina, las interacciones metaloproteicas parecen 
imprescindibles para mantener la organización de los lazos de ADN unidos a la matriz 
(Lebkowski y Iaemmli 1982, Dijkwell y Wermink 1986) al igual que sucede en el 
esqueleto cromosómico (Lebkowski y Laemmli 1982). 
En los dominios ribonucleoproteicos, La presencia de Mg++ parece necesaria para 
que los complejos de RNP establezcan conexiones y formen una malla intranuclear 
resistente a la extracción salina y a la digestión con RNasa (Bouvier y col. 1985). 
Los cationes divalentes son también necesarios para mantener la configuración 
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espacial ordenada de la matriz en su conjunto (Bekers y col. 1986, Long y Ochs 1983); 
puesto que tanto la matriz interna (Beckers y col. 1982), como los nucleolos residuales 
(Long y Ochs 1983, Bouvier y col. 1982) se desorganizan aunque estén presentes en el 
nucleoesqueleto cuando las digestiones con nucleasas (DNasa o RNasa) se realizan en 
ausencia de cationes divalentes (Bekers y col. 1986, Long y Ochs 1983). 
EFECTO DE LA OXIDACION DE GRUPOS SULFHIDRILO 
Algunos datos experimentales indican que la oxidación de grupos sulfhidrilo es 
imprescindible para obtener la matriz interna y la matriz nucleolar porque cuando se 
emplean agentes reductores en el proceso de extracción se recuperan en algunos casos 
esferas nucleares vacías (Kauffman 1981, Kauffman y Shaper 1984). 
La recuperación de proteinas específicas (los polipéptidos matriciales de 60-70 KD 
y P.I&8 y las proteínas de 32-36 KD de las partículas 40s de las RNPhn) cuando se 
emplean condiciones oxidantes en la extración (Kauffman y Shaper 1984), sugiere que 
la aparición del material intranuclear no es un artefacto de la preparación, aunque la 
oxidación “in vitro” se presente en este caso como un modo de estabilización de 
estructuras internas matriciales. LOs puentes disulfuro parecen necesarios para que 
proteínas de la matriz interna y del nucleolo residual formen una malla intranuclear 
resistente a la extraccibn salina y ala digestión con nucleasas (Kauffman y Shaper 1984, 
Kaufman y col. 1981). 
Dado que la matriz interna y el nucleolo residual son estructuras lábiles que 
necesitan cationes divalentes y puentes disulfuro para mantener su estabilidad han 
surgido ciertas críticas acerca de su existencia “in vivo” y algunos autores las consideran 
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un artefacto producido durante el procedimiento de extracción (Wunderlich y col. 1983, 
Hadlacky y col. 1981). Sin embargo, los datos actuales están confirmando la realidad de 
una estructura esquelética en el interior nuclear. Se consideran como constituyentes de 
la misma (Agutter 1988) el grupo complejo de proteínas que forma la base del lazo de 
ADN (Lebkowski y Jaemmli 1982) responsables de organizar a esta molécula para la 
replicación y la transcripción; y la malla de actina nuclear (Nakayasu y Ueda 1985), 
soporte físico del transporte de RNPhn hasta el citoplasma (Schröder y ~01.1987); 
aunque se desconoce la conexión que puede haber entre ambos dominios de la matriz 
y su organización precisa en el interior nuclear. 
Ya que los componentes polipeptídicos de la matriz nuclear deben establecer 
“cross-linking” más rapidamente entre si que con los otros componentes nucleares no 
matriciales, actualmente se están efectuando estudios de “cross-linking” “in situ” como - 
metodología para conseguir una información más satisfactoria sobre la composición 
proteínica de la matriz. 
OBJETIVOS DEL TFtABAJO 
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La matriz nuclear es una subestructura del núcleo eucariótico que ha suscitado 
una abierta polémica desde el mismo momento en que se pusieron a punto 
procedimientos experimentales para obtenerla. Su interés radica en que el conocimiento 
preciso de la misma, puede modificar radicalmente el concepto que hasta los años 70-80 
se tenfa del núcleo celular y la polémica se centra fundamentalmente en la sospecha de 
que pudiera ser un artefacto generado como consecuencia de ciertos procedimientos 
de extracción. 
Aunque es una subestructura exhaustivamente estudiada en sistemas animales 
(mamfferos, aves, anfibios, insectos), existen muy pocos trabajos que aborden el tema 
en eucariotas inferiores y células vegetales. De hecho no se consiguió un 
fraccionamiento celular eficiente y repetitivo para preparar matrices nucleares de plantas 
hasta los anos 80 y por tanto su estudio está muy atrasado respecto al de otros sistemas. 
Para llenar este vacío, hemos realizado un estudio de la matriz nuclear de células 
meristemáticas de Allium cepa, cuyos objetivos generales han sido: Determinar su 
composición polipéptidica basica y conocer los efectos que sobre la ultraestructura y 
composición polipéptidica de la matriz ejercen procedimientos de extracción que en 
otros sistemas celulares afectan a su composición y conllevan la pérdida de elementos 
internos o inducen desorden en los mismos, monitorizando la posible formación de 
artefactos durante el procedimiento de extracción; y finalmente correlacionar los datos 
obtenidos en plantas con los existentes en otros sistemas y evaluar la conservación de 
esta estructura en la evolución del núcleo eucariótico. 
Estos objetivos generales se concretan en una serie de objetivos específicos 
llevados a cabo mediante técnicas de M.E. convencional, técnicas immunocitoquímicas 
y citoquímicas para M.E., electroforesis de proteínas, reconstrucción tridimensional con 
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ordenador a partir de cortes seriados y fluorescencia. 
1. Determinación de la composición polipeptídica de las matrices obtenidas mediante 
diferentes procedimientos de extraccibn y también de las sucesivas fracciones nucleares 
intermedias. 
Los procedimientos de extracción seleccionados han sido los que en otros sistemas 
celulares conllevan desaparición de elementos internos o variantes que permiten la 
aparición de los mismos, y que han conducido a proponer que algun tipo de ARN, los 
puentes disulfuro y los cationes divalentes son imprescindibles para la estabilización de 
la matriz nuclear y la recuperación de elementos internos en las mismas. 
2. Anklisis de la estructura fina y organización tridimensional de las matrices obtenidas 
por los diferentes procedimientos. 
Establecimiento de las caracteristicas ultraestructurales típicas del sistema estudiado y 
correlación con las descritas en otras especies. 
3. Estudio comparativo de la ultraestructura y composición polipeptídica de las matrices 
nucleares obtenidas, con el fin de conocer si la sensibilidad a los diferentes 
procedimientos de extracción es o no atribuible a características propias del tipo celular. 
4. Detección de los ácidos nucleicos residuales asociados a la matriz nuclear mediante 
técnicas altamente sensibles de immunomarcado y tinción preferencial. La 
caracterización estructural de estos ácidos nucleicos permite establecer los dominios 
de cromatina y ribonucleoproteicos de la matriz nuclear, y resulta de interés teniendo 
en cuenta las funciones atribuidas a la matriz en el mantenimiento de los lazos de 
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ADN, en la organizaci6n supramolecular de la replicación y la transcripción génica, y 
en la maduración y transporte de los productos génicos hacia el citoplasma. 
5. Localización de proteínas altamente fosforiladas que son componentes típicos de la 
matriz nuclear en otros sistemas; principalmente los G.I. componentes de la matriz 
nuclear interna en sistemas animales, y la nucleolina una proteína nucleolar estructural 
que participa en múltiples pasos de la transcripción y procesamiento de los genes 
ribosómicos; procesos en los cuales se considera implicada a la matriz nuclear. 
La localización de dominios de cromatina, dominios ribonucleoproteicos, G.I. y 
nucleolina en la matriz nuclear de Allium cepa, permiten establecer amplias analogías 
entre las matrices nucleares de sistemas animales y’vegetales y al mismo tiempo son 
importantes estructuras de referencia que posibilitan las correlaciones entre las 
estructuras matriciales y el núcleo “in situ”. 
MATERIAL Y METODOS 
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1. MATERIAL DE ESTUDIO 
El material utilizado fueron bulbos de cebolla (Allium cepa L.) variedad francesa 
obtenidos comercialmente. 
2. METODO DE CULTIVO DE MERISTEMOS RADICALES 
Los bulbos de cebolla se germinaron en gradillas sobre tubos de vidrio. Como 
medio de cultivo se utilizó agua corriente filtrada que fue renovada cada 24 horas, con 
un sistema de aireación constante de 10-20 ml de aire/min. conseguido con una bomba 
de aireación RENA SUPER. 
El sistema de cultivo se colocó en el interior de una cámara REF’RITHERM-5 
(STRUERS) que mantiene la temperatura constante a 15 f 0.5”C. De esta forma se 
consigue también la oscuridad conveniente para el desarrollo de las raices. Estas 
presentan un tamaño adecuado (2-3 cms.) a las 48 horas de su inmersión en agua. Para 
un experimento de extracción de matrices nucleares es necesaria una plantación 
aproximada de 20 bulbos. 
3. AISIAMIENTO DE NUCLEOS MERISTEMATICOS 
Cuando las raices han alcanzado la longitud apropiada, se hacen tomas de las 
zonas meristematicas de las mismas, cortando los apices (aproximadamente 2 mm) con 
pinzas de disección, y se introducen en una placa Petri sobre hielo que contiene medio 
de extracción en proporción 3:l (Greimers y Deltour 1981). Este medio es una 
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modificación del medio de aislamiento de Kuehl y Honda (Kuehl 1964, Honda y 
col. 1966) y contiene: 
2% Goma arábiga purificada 
30% Glicerol 
1.5% Ficoll 
2.5% Dextrano 
100 mgr/ml Seroalbúmina bovina 
50 mM Acetato Magnésico 
0.5 mM EDTA 
8 mM 2-mercaptoetanol 
4 mM n-octano1 
1 mM fluoruro de fenil metilsulfonilo (PMSF) 
6.8 mM dietilpirocarbonato 
Está ajustado a pH 7.8. 
Inmediatamente después de las tomas, se trocean los ápices con una cuchilla para 
facilitar la infiltración del medio en el tejido y la posterior homogeneización del 
material. 
Una vez troceadas, las raices se desgasifican sobre hielo en una campana conectada 
a una bomba de vacío y se las mantiene en vacío suave (1 atmósfera) durante 50 
minutos, para facilitar la difusión del medio al interior de las células. 
Tras una incubación con el medio de extraccibn a 4*C durante la noche, se cambia 
el medio de extracción y los ápices meristemáticos se homogenizan durante 40 segundos 
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con un homogemzador de alta velocidad (20.000 rpm; ULTRA-TURRAX TP18/10. 
Janke y Kinkel). El homogenizado se filtra a traves de 3 filtros de poliamida 
superpuestos, con poros de 100, 50 y 30 nm de diámetro. Los fragmentos de raíz 
retenidos en el filtro de 100 pm se resuspenden en medio de extracción fresco y son 
homogeneizados y filtrados de nuevo. Esta operaci6n se repite 2 veces siempre sobre 
hielo. r 
Los núcleos se sedimentan por centrifugación a 2440 rpm durante 20 min a 4pC en 
una centrifuga refrigerada SIGMA 2KD. Se elimina el sobrenadante y se redisuelve en 
medio de extracción fresco. El proceso se repite 2 veces mas. 
Una vez aislados los núcleos se toman muestras del ‘pellet” y se comprueba al 
microscopio óptico su grado de pureza y preservación estructural, mediante tinción con 
una solución de verde de metilo acético al 6%. 
4. AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEARES 
Consiste en una serie de extracciones sucesivas a las que se someten los núcleos 
aislados para la eliminación del ADN, ARN, lipidos y proteínas solubles de los mismos. 
Todas las extracciones se efectuaron a 4*C. 
METODO CLASICO DE BERBZNBY Y COFFEY (1974) (TABLA V) 
1’ EXTRACCION 
a) Se resuspenden los núcleos aislados en un tampón con baja concentración de 
Magnesio (TRIS CIH 10 mM, ClzMg 0.2 mM, PMSF 1mM pH 7.4), al que llamaremos 
NUCLEOS AISLADOS 
Incubación en LM 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 0.2mM.PMSF 1mM) 
Núcleos LM 
1 
Incubación en HS 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 0.2mM,ClNa 2M,PMSF 1mM) 
Núcleos HS 
1 
Incubaci6n en Triton X-100 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg SmM,TX-100 ti1 O.S%,PMSF ImM) 
Núcleos TX 
I 
Digestión con Nucleasas Exógenas 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg SmM,DNasa 1250 pgr/ml, 
RNasa A 250 pgr/ml, PMSF 1mM) 
MATRIZ NUCLEAR (PROC 1) 
TABLA V. Preparación de matrices nucleares según el método de 
Berezney y Coffey (1974) 
53 
abreviadamente tampOn LM. 
b) Se incuban durante 20 minutos sobre hielo. 
c) Se centrifuga la suspensión nuclear a 2440 rpm y 4Q C durante 20 minutos. 
d) Se lava el ‘pellet” 3 veces en tampón “standard” con una concentracción más alta de 
Magnesio (Tris ClH lOmM, Cl,Mg 5mM, PMSF 1 mM, pH 7.4), que llamaremos 
abreviadamente tampón TM. 
2a EXTRACCION 
a) Se resuspende el “pellet” en un tampón con alta fuerza iónica (Tris ClH 10 mM, 
0.2mM Cl,Mg, 2MClNa, PMSF 1 mM) al que llamaremos abreviadamente tampón HS. 
b) Se incuban durante 20 minutos sobre hielo. 
c) Se centrifuga 20 minutos a 4O C y 2.440 rpm. 
d) Se lava el “pellet” 3 veces en tampón TM. 
3’ EXTRACCION 
a) Se resuspende el “pellet” en tampón TM que contiene un detergente no iónico Tritón 
X -100 (Tris ClH 10 mM, Cl,Mg SmM, Tritón X-100 al 0.5%, PMSF 1 mM, pH 7.4). 
b) Se incuba 10 minutos sobre hielo. 
c) Se lava el ‘pellet” en TM 3 veces. 
4a EXTRACCION 
Consiste en una digestibn de los núcleos con altas concentraciones de DNasa 1 y 
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RNasa A para obtener las matrices nucleares. 
a) Se resuspende eppellet” anterior en medio TM al que hemos añadido 250 ngr/ml 
RNasa A y 250 pgr/rnl DNasa 1. 
b) Esta suspensión se incuba una hora en un bario t&mico a 22QC. 
c) Se lava el “pellet” en tampón Th4 3 veces. 
AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEARES MEDIANTE DIGESTIONES CON 
DNAsa 1 Y RNasa A PRBVIAS A LA EXTRACCION CON TAMPON DE ALTA 
FUERZA IONICA 
Este procedimiento es esenciahnente idéntico al clásico de Berezney y Coffey 
(1974), pero el orden de la secuencia de extracciones es diferente (TABLA VI). 
l* EXTRACCION 
a) Suspensión de los núcleos aislados en tampón TM 
b) Incubación durante íO minutos en hielo. 
c) Centrifugación a 2440 rpm y 4°C durante 20 min. 
d) 3 lavados en tampón TM. 
2s EXTRACCION 
a) Digestión de los núcleos en tampón TM conteniendo 250 pgr/ml DNasa 1 y 250 
NUCLEOS AISLADOS 
l Incubación en Triton X-100 (Tris ClH lOmM,Cl,Mg 5mM,TX-100 al O.S%,PMSF 1mM) 
Núcleos TX 
1 
Digestión con Nucleasas Ex6genas 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg SmM,DNasa 1250 pgr/ml, 
RNasa A 250 pgr/ml,PMSF 1mM) 
Núcleos residuales 
1 
Incubación en LM 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 0.2 mM,PMSF 1mM) 
Núcleos LM 
Incubación en HS 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 0.2 mM,ClNa 2M,PMSF 1mM) 
MATRIZ NUCLEAR (PROC II) 
TABLA VI. Preparación de matrices nucleares mediante digestiones con nucleasas 
previas a la extracción en tampón de alta fuerza iónica. 
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ngr/ml RNasa A durante 1 hora a 22QC. 
b) Centrifugación a 2.440 rpm y 4°C durante 20 min. 
c) 3 Lavados en tampón TM. 
3” EXTRACCION 
a) Incubación de los núcleos en tamp6n LM durante 20 min. sobre hielo 
b) Centrifugación a 2.440 rpm y 4*C durante 20 mm. 
c) 3 lavados en tampón TM. 
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a) Incubación de los núcleos en tampón HS durante 20 min sobre hielo. 
b) Centrifugación a 2.440 rpm y 4*C durante 20 min. 
c) 3 lavados en tampón TM. 
OBTRNCION DE MATRICES NUCLEARES SIN DIETILPIROCARBONATO 
NI ACETATO DE MAGNESIO EN EL MEDIO DE AISLAMIENTO DE NUCLEOS 
En este tratamiento se omiten el Acetato de Mg y el dietilpirocarbonato en el medio 
de aislamiento de núcleos. El procedimiento de extracción secuencial es identico al 
explicado en el apartado 4-2. 
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AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEARES EN AUSENCIA DE CATIONES 
DIVALENTES. 
En este procedimiento se utiliza un tampón de extracción sin Cl,Mg (Tris CIH 10 
mM, PMSF 1 mM a pH 7.4) que llamaremos tampón tris ClH. 
La secuencia de extracciones es idéntica a la descrita en el apartado 4-2. 
OBTENCION DE MATRICES NUCLEARES A PARTIR DE NUCLEOS INCUBADOS 
CON 2mM ‘ITNa Y 40 mM D’IT. 
OBTENCION DE MATRICES NUCLEARES INCUBADAS CON 2mM TINa. 
Despds de aislar los núcleos según se indicó previamente, se incuban con 2 mM 
TTNa durante una hora y a continuación se someten a una serie de extracciones 
sucesivas para obtener las matrices nucleares (TABLA VII). Este metodo se basa en 
esencia en el descrito por Long y col (1979). 
INCUBACION CON lTNa 
a) Se resuspenden los núcleos en tampón TM que contiene 2mM TINa y se incuban 
durante 1 hora sobre hielo. 
b) Se centrifugan a 2.440 rpm y 4QC durante 20 min. 
c) Se lava el “pellet” en tampón TM 3 veces. 
EXTRACCION CON TRITON-X 100 
a) Se resuspenden los núcleos en tampón TM que contiene Tritón-X 100 al 0.5% 
NUCLEOS AISLADOS 
1 
Incubación en 2mM TIWa 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg SmM,ma 2mM,PMSF 1mM) 
Núcleos oxidados 
SI. 
Incubación en TX-100 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 5mM,TX-100 al O.S%,PMSF 1mM) 
Nficleos TX 
1 
Digestión con Nucleasas Exógenas 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg SmM,DNasa 1250 pgr/rnl, 
RNasa A 250 pgr/ml,PMSF 1mM) 
Núcleos residuales 
L 
Incubación en LM 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 0.2mM,PMSF 1mM) 
Núcleos LM 
1 
Incubación en HS 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 0.2mM,ClNa 2M,PMSF 1mM) 
MATRICES NUCLEARES OXIDADAS (PROC III) 
Incubación en HS + D’IT 
(Tris ClH lOmM,Cl,Mg 02mM,ClNa 2M,PMSF lmM,DlT 20mM) 
MATRICES NUCLEARES REDUCIDAS (PROC IV) 
TABLA VII. Preparación de matrices nucleares a partir de núcleos incubados con 
TTNa. 
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b) Se incuban 10 min en hielo. 
c) Se centrifugan a 2.440 rpm y 4V durante 20 mm. 
d) Se lava el ‘pellet” 3 veces en tampón TM. 
DIGESTION CON NUCLEASAS EXOGENAS 
a) Se resuspenden los núcleos en tampón TM que contiene 250 ngr/ml RNasa A y 250 
pgr/ml DNasa 1. 
b) Se incuban 1 hora a 22*C. 
c) Se centtifugan a 2.440 rpm y 4*C durante 20 mm. 
d) Se lava el “pellet” en tamp6n TM 2 veces. 
EXTRACCION EN MEDIO DE BAJA FUERZA IONICA 
a) Se resuspende la fracción anterior en tampón LM 
b) Se incuban 30 mm. en hielo 
c) Se lava el “pellet” en tampón TM 3 veces 
EXTRACCION EN MEDIO DE ALTA SALINIDAD 
a) Se redisuelve el “pellet” anterior en tampón LM y se añade lentamente el mismo 
volumen de tampón que contiene 4M ClNa, de forma que la concentracion salina será 
de 2M ClNa en los núcleos residuales. 
b) Se incuban 15 min en hielo. 
c) Se centrifugan a 2.440 rpm y 4V durante 20 min. 
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d) Se elimina el sobrenadante y se repite el proceso anterior. 
e) Se centrifuga a 2.440 rpm y 4QC durante 20 min. 
f) Se lava el ‘pellet” en tampón TM 3 veces. 
MATRICES NUCLEARES AISLADAS EN CONDICIONES REDUCTORAS CON 
40mM D’h 
En este procedimiento las matrices nucleares obtenidas según el procedimiento 
anterior se reducen con 40 mM DTT (TABLA VII). 
Las 4 primeras extracciones son, por tanto, identicas al proceso anterior, el “pellet” 
de matrices nucleares se resuspende en tampón LM y se atiade lentamente el mismo 
volumen de tampón que contiene 4M ClNa y 40 mM de D’IT. 
a) Se incuban 20 min en hielo. 
b) Se centrifuga a 2.440 rpm y 4QC durante 20 min. 
c) Se lava el ‘pellet” en tampón TM 3 veces. 
Todos los tampones llevan 1 mM de PMSF atiadido justo antes de su uso para 
evitar la degradación proteolftica.Despues de cada una de las extracciones se recogieron 
alícuotas de los diferentes fracciones para su analisis en microscopía óptica, electrónica 
y electroforesis. 
5. CONTROL DE LA ELIMINACION DEL ADN Y ARN EN LOS SUCESIVOS 
PASOS DE LA EXTRACCION MEDIANTE FLUORESCENCIA 
La eliminación del ADN y ARN en los sucesivos pasos de la extracción de las 
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matrices se monitorizó usando DAPI para la fluorescencia de ADN y PIRONINA para 
la fluorescencia de ARN. 
PREPARACION DE LAS MUESTRAS 
Las alícuotas de núcleos y matrices nucleares se fijaron en paraformaldehido al 
0.3% en tampón fosfato pH 7 durante 30 min y a la temperatura ambiente. 
. 
Después de centrifugacrón a 2.440 rpm y 4*C durante 20 min, se tomaron alícuotas 
de los “pellets”, se extendieron en portaobjetos haciendo frotis y se dejaron secar. 
Las incubaciones sucesivas con DAPI y PIRONINA se hicieron sobre los portaobjetos 
de la forma siguiente: 
a) Tinción con DAPI a una concentración de 2 ngr/rnl. en H,O destilada a pH 7.5, 
durante 5 min en oscuridad. 
b) Lavado en tampón fosfato. 
c) Tinción sucesiva con PIRONINA a una concentración 5 x lo5 M en H,O destilada, 
durante 5 min. en oscuridad. 
d) Lavado con alcohol de 7BC y secado. 
e) Se monta la preparación con “antifading” y se sella el cubreobjetos con esmalte 
transparente. 
OBSERVACION DE LA FLUORESCENCIA DE LAS MUESTRAS 
Las preparaciones se observaron en un FOTOMICROSCOPIO ZEISS equipado 
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con una lámpara de mercurio de alta presión HB050. Los filtros utilizados para la 
visualización de la fluorescencia constan de un filtro de excitación para seleccionar la 
longitud de onda de excitaci6n, un divisor cromatico y un filtro de supresión acopIados 
(TABLA VIII). 
Se obtuvieron fotografías de las muestras, haciendo tomas del mismo campo, en 
contraste de fase y con los 2 tipos de fluorescencia, utilizando un objetivo NEOFLUAB 
(40) y película de alta sensibilidad TBi-X (27 -DIN) (400 ASA). 
PREPARACION DEL “ANTIFADING” 
a) Preparación de1 tampón carbonato/bicarbonato 
SOL A - CO,HNa 1M 
SOL B - CO,N+ 1M 
76.8 ml Sol A y 7.74 rnl Sol B en un volumen final de ll. 
Se diluye para reducirlo a 0.5 M 
Se disuelven 10 mgr. de p-fenilendiamina en 1Ornl de PBS, se agita durante 2 min 
en oscuridad y sobre hielo. 
Se añaden 90 rnl de glicerol. 
Se ajusta el pH a 8 con el tampón carbonato/bicarbonato. 
b) Preparación del PBS 
CINa ............. .80 gr. 
CIK ............... 2gr. 
PO,HNa, ............ ll,5 gr. 
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PO,H,K . . . . . . . . . . . . 2 gr. 
Se disuelve en último lugar el PO,HN%. 
Se enrasa al final a 1 1. con H,O destilada y desionizada. 
6. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA 
6.1 METODOS DE FIJACION 
FIJACION CON GLUTARALDEHIDO 
Preparación del glutaraldehido 
El glutaraldehido se prepara al 3% en el momento de su empleo, a partir de una 
solución comercial al 25% (TAAB), diluyendo con tampón cacodilato 0.025 M pH 7.2 
conteniendo Cl,Mg 5 mM. 
Metodo de fiacion 
Se resuspende el “pellet” en glutaraldehido al 3%. 
Se incuba 15 mm en hielo. 
Se centrifuga a 2.440 rpm. y 4°C durante 20 min. 
Se hacen 2 lavados en tampón cacodilato 0.025 M conteniendo Cl,Mg 5 mM. 
INCLUSION EN AGAR 
Después de los lavados con cacodilato, se retira el sobrenadante y se seca 
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cuidadosamente.-el tubo de centrífuga con papel de filtro. 
Se añade sobre el “pellet” Agar al 2% calentado al baño maría. Se remueve con una 
aguja enmangada y se deja enfriar sobre hielo. Despues se separa el Agar del tubo con 
la aguja, y se corta en porciones de aproximadamente 1-2 mm. Estas porciones se lavan 
en un pocillo de fijación con cacodilato 0.025 M durante 1 hora y media cambiando el 
tampón cada media hora. 
POST-FIJACION CON TETROXIDO DE OSMIO 
Esta post-fijación se realiza exclusivamente en muestras para preparación 
convencional y tinción con Acetato de uranilo y citrato de plomo, pero se omite en las 
tinciones citoqufmicas e inmmunocitoquímicas. 
Preparación del 6cido ósmico 
Se debe preparar 24 horas antes de su empleo, en campana extractora de la 
siguiente forma: 
Se lavan en mezcla sulfocrómica durante 1 hora una varilla de vidrio gruesa, una 
probeta y un frasco de boca ancha con tapón esmerilado. 
Se coge una ampolla de medio gramo de tetróxido de osmio, se raspa la etiqueta y 
se hace una hendidura con la lima para luego fracturarla. Se introduce en agua caliente 
y posteriormente en agua fría para que el tetróxido de osmio cristalice sobre las paredes 
de la ampolla. Seguidamente se introduce 6sta en el frasco que contiene la mezcla 
sulfocr6mica y se deja durante unos minutos con objeto de que el cristal de la ampolla 
quede bien limpio. Se aclaran ambos, junto con la varilla, con H20 destilada y 
desionizada durante 2 horas. 
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La varilla se calienta al rojo a la llama y con ella se rompe la ampolla dentro del 
frasco. Se añaden 25 ml de agua destilada, y se disuelve bien el tetróxido de osmio, 
que al romperse la ampolla queda fijado a las paredes de ésta y al fondo del frasco. 
Obtenemos así una disolución de ácido ósrnico al 2 %. Esta solución se diluye a partes 
iguales con un tampón cacodilato 0,05 M, resultando una solución final de tetróxído 
de osmio al 1 %. 
Metodo de ffiación 
Las muestras incluidas en Agar, se cubren con la solución 1% de ácido ósmico y 
se desgasifican en una campana conectada a una bomba de vacio (1 Atm) y se fijan a 
presión normal durante 1 hora. A continuación se lavan las muestras con cacodilato 
0.025 M durante 1 hora y media cambiando el tampón cada media hora. 
FIJACION EN PARAFORMALDEHIDO 
Esta fijación se utiliza para las reacciones irnrmnocitoquírnicas. 
Preparaci6n del paraformaldehido 
Se prepara una disolución de paraformaldehido al 4% en tampón PBS calentado 
previamente a 6O*C, se deja decantar durante algunos minutos. Una vez enfriada la 
disolución se disuelve el precipitado ariadiendo NaOH 1N gota a gota, hasta que la 
disolución se vuelva transparente. Fina!mente se ajusta a pH 7.3. 
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Debido ala toxicidad del paraformaldehido la preparación debe hacerse en campana 
extractora. 
Metodo de fuación 
Se redisuelve ‘el “pellet” en paraformaldehido al 4% . Se fija a 4QC durante 2 horas. 
Se centrifuga a 2.440 rpm y 4OC durante 20 min. 
Se lava el “pellet” en PBS 3 horas. 
FIJACION PARA LA TECNICA DE BISMUTO 
Preparación del glutaraldehido 
El glutaraldehido se prepara al 6% en el momento de su empleo, a partir de una 
solución comercial (TAAB) al 25% diluyendo con tampón cacodilato O.O25M, a pH 7.2 
conteniendo Cl,Mg 5 mM. 
Metodo de fdación 
Se resuspende el “pellet” en glutaraldehido al 6%. 
Se incuba 15 min en hielo. 
Se centrifuga a 2.440 rpm a 4QC durante 20 min. 
Se hacen 2 lavados en tampón cacodilato 0.025 M conteniendo Cl,Mg 5 mM. 
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6.2. DESHIDRATACION 
DESHIDRATACION PARA INCLUSION EN RESINAS EPOXI 
Una vez fijado el material, se extrae el agua del mismo usando como disolvente 
intermedio deshidratador etanol, en una serie de mayor a menor dilución. 
Los ‘pellets” estuvieron en cada uno de los alcoholes los siguientes tiempos a 
temperatura ambiente. 
Alcohol de 3oP ....... 1 hora 
II SOQ ” ....... 
0 700 ....... noche 
9oP ....... 1 hora 
0, 1ooQ.. ” ..... 
II 108.. ” ..... 
II 1ooQ.. ” ..... 
DESHIDRATACION PARA INCLUSION EN RESINAS ACRILICAS 
Para incluir en resinas acrflicas las deshidrataciones en alcohol se realizan a 4QC y 
la serie de alcoholes que se utiliza es la siguiente: 
Alcohol de 30n . . . . . . . . 1 hora 
66 
I I  58 ” ........ 
II 78 ........ noche 
II 98 ........ 30 minutos 
If 108.. ” ...... 
9, loo*. ” ....... 
II 1ooQ.. ” ...... 
I.. 
6.3. INCLUSION 
INCLUSION EN RESINAS EPOXI 
Se utilizó la resina de Spurr (ERL4206) ( comercializada por TAAB) para las 
preparaciones convencionales de muestras. 
Preparación de la resina 
Conviene trabajar en un ambiente sin humedad para que la polimerización no se 
altere, para ello se pasa por la llama todo el material de vidrio que vaya a estar en 
contacto con la resina. 
La resina se prepara inmediatamente antes de su uso utilizándose los siguientes 
componentes. 
Para preparar 10 ml de Spurr: 
ERL 4206 . . . . . . . . . . . 2.23 rnl 
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DER 736 . . . . . . . . . . . 1.33 ml 
NSA . . . . . . . . . . . . . . . . 6.30 ml. 
Se mezclan estos tres componentes en un erlenmeyer con un agitador magnético 
y luego se ariade el acelerador. 
S-l . . . . . . . . . 0,13 ml 
Se vuelve a agitar la mezcla. Esta una vez preparada tiene una vida media de 48 
h. 
MQodo de inclusión 
Primero se procede a una infiltración de la resina en el material utilizando mezclas 
de alcohol y resina en concentraciones crecientes de esta: 
Etanol 108 + resma (1:l) -- 90 min. Tambiente 
9, ‘1 (1:3) __ ” ” 
Resina _- ” II 
Resina -_ noche 
Preparación de las mezclas y polimerización de la resina 
Se utilizaron cápsulas de gelatina de 0.5 mi de capacidad que fueron puestas 30 
minutos antes de su uso en una estufa a 7BC para eliminar cualquier resto de humedad. 
Primero se puso una gota de Spurr en ellos, introduciendo después el “pellet” incluido 
en Agar, orientandolo de manera adecuada y rellenando la cápsula con Spurr. 
La polimerización se realizó a 70°C durante 8 horas como mínimo en una estufa de 
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polimerización REICHERT, 
INCLUSION EN RESINAS ACFULICAS 
Se utilizó la resina acrílica LR White (London Resin) (Newman y col. 1982) para 
las reacciones citoquímicas e inmunocitoquímicas. 
La resina viene preparada comercialmente y puede usarse directamente mezclándola 
en proporciones adecuadas con alcohol de 1OoP para la infiltración. 
Se procede por tanto a una infiltración de la resina en el material, utilizando 
mezclas de alcohol y resinas a las siguientes proPorciones: 
Alcohol 1OoP + LR White (2~1) -- 3 h a 4T 
0, ” (1:2) -- 6 h a 4QC 
LR White -- 3 h a 4T 
Continúa la infiltración durante la noche en nevera. Al día siguiente se realizan 
varios cambios de LR-White cada hora. 
Preparacibn de las piezas y polimerización de la resina 
Se utilizaron cápsulas de gelatina de 0’5 ml de capacidad, calentadas previamente 
para eliminar restos de humedad. Se pone una gota de LR-White en ellas, introduciendo 
después el “pellet” y rellenando la cápsula con la resina. 
En éste caso es absolutamente necesario cerrar la cápsula después de llenarla, 
para evitar que la resina entre en contacto con el aire, de lo contrario no polimeriza. 
La polimerización se efectuó durante 22 horas a 50QC en la estufa de inclusión. 
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6.4. REALIZACION DE CORTES ULTRAFINOS PARA OBSERVACION AL 
‘MICROSCOPIO ELECI’RONICO 
TALLADO DE LAS MUESTRAS 
Previamente a la realización de los cortes hay que localizar en la pieza la zona que 
interesa y tallar sobre ella una piramide. Para ello se utilizó un Pyramitone LKB 11.800. 
Se coloca la cápsula con la inclusión en un soporte de Piramitón. Utilizando cuchillas 
de vidrio de 59, se orienta la pieza, se aproxima a la cuchilla, comenzandose a tallar 
el frente. 
Progresivamente vamos haciendo sobre el frente cortes semifinos de 2pm, que 
montamos en un portaobjetos con una gota de aguay ponemos a calentar en una platina 
a 40Q. 
Cuando se ha evaporado completamente el agua, se monta con una gota de Euparal 
y un cubreobjetos, y lo observamos al microscopio óptico en contraste de fase. 
Localizada la zona que nos interesa, se talla sobre la pieza un tronco de pirámide 
en cuya base se procura centrar la zona del frente seleccionada. Para ello se tallan los 
lados de piramide de manera que la base forma un trapecio. 
Control al microscopio óptico 
Las matrices o los núcleos en las sucesivas etapas de extracción se estudian al 
microscopio óptico en los cortes semifinos preparados. Las microfotografías 
correspondientes se efectuaron en un fotomicroscopio ZEISS con objetivos de contraste 
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de fase, utilizando una película Plus X(21DIN) (100 ASA). 
PREPARACION DE LAS REJILLAS 
Las rejillas portamuestras utilizadas fueron de 3 mm de @ y 75 6 300 mallas,de 
cobre para las preparaciones convencionales y de níquel para las reacciones 
inmunocitoquímicas. Las rejillas llevan sobre su cara mate una película de pioloformo. 
Preparación de la pellcula de pioloformo 
La solución de pioloformo se preparó al 0,8 % en cloroformo. Es necesario dejar 
estabilizar la solución 24 horas antes de su uso. 
Para preparar la película, se introduce un portaobjetos durante un par de segundos 
en la solución de pioloformo y se deja secar al aire la película sobre el portaobjetos. 
Se recuadra la pelfcula con una cuchilla, y con cuidado se introduce el portaobjetos 
inclinado en una cubeta con agua destilada, de manera que la película se vaya 
despegando y quede flotando en la superficie del agua. 
Las rejillas se depositan sobre la película con unas pinzas y por su lado mate. 
Para recoger la película, se extiende un papel de filtro recortado sobre ella, y una 
vez empapado en agua y antes de que se hunda, se extrae de la cubeta con las pinzas, 
quedando la película con las rejillas adheridas a él. Se deja secar en estufa a 3oPC 
durante unas horas. 
Antes de utilizar las rejillas, se controla el estado de la película-soporte de 
pioloformo al microscopio óptico. 
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REALIZACION DE CORTES ULTRAPINOS 
Las cuchillas empleadas tanto para el tallado como para la realización de cortes 
ultrafinos, se obtienen con un aparato de fabricar cuchillas LKB 780/A El vidrio que 
se va a utilizar debe ser lavado y desengrasado antes de la fabricación de las cuchillas. 
Una vez tallada la pirámide se coloca la pieza en un soporte del ultramicrotomo 
ULTRACUT REICHERT JUNG, con la base mayor hacia abajo. Para realizar los 
cortes, se monta sobre la cuchilla una balsa con cinta adhesiva, sellada con parafina, 
y se llena de agua destilada y filtrada, aquí es donde quedaran flotando posteriormente 
los cortes. 
La cuchilla con la balsa montada, se coloca en un soporte del ultramicrotomo y se 
procede a enfrentar la pieza y el filo de la cuchilla, de modo que la base mayor de la 
pirámide, quede paralela al filo, en la zona donde la cuchilla (previamente examinada) 
no presente estrías. A continuación se llena la balsa con agua bidestilada, buscando en 
la superficie de esta un buen reflejo, luego se procede a la aproximación de la pieza a 
la cuchilla, hasta que coinciden en una linea el borde de la pirámide y el filo de la 
cuchilla. En este momento, se procede a cortar, conectándose en primer lugar, el mando 
de los cortes semifinos, con un avance de O,lnm para una mayor aproximación de la 
pieza, y en el momento que se observe en el agua el primer corte, se conecta el mando 
de los cortes ultrafinos. Los cortes forman tiras que quedan flotando en el agua. El 
grosor de los mismos se compueba por reflexión. Un corte de color plateado tiene un 
grosor adecuado de 50-70 Pm. Las tiras de cortes se recogen por contacto en una rejilla. 
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6.5. TINCION CORTES ULTRAFINOS 
TINCION CONVENCIONAL CON ACETATO DE URANILO Y CITRATO DE 
PLOMO 
Tras el secado de la rejilla se procede a la tinción de los cortes que contiene. 
Los cortes obtenidos de las preparaciones fijadas con glutaraldehido y post-fijadas 
con osmio, se contrastan sucesivamente con acetato de uranilo y citrato de plomo. 
CONTRASTACION CON ACETATO DE URANILO 
Preparación de acetato de uranilo 
Se prepara una solución de acetato de uranilo al 5% en agua bidestilada y cuidando 
que no le d6 la luz. Se centrifuga durante 30 min. a 3.000 rpm y a una temperatura de 
4QC. 
Metodo de tinci6n 
Finalizada la centrifugación, se flotan las rejillas con los cortes hacia abajo en una 
gota de acetato de uranilo en los pocillos de tinción, de modo que el lado mate, donde 
están los cortes, quede en contacto con la solución. 
Se tirie 30 mm. en oscuridad. Después se lavan las rejillas abundantemente y con 
cuidado en agua destilada y se secan sobre papel de filtro WHATMAN. 
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CONTRASTACION CON CITRATO DE PLOMO 
Preparación del citrato de plomo 
Para preparar 5 ml de disolución, empleamos: 
Citrato de plomo om- g 
NaOH 10 N 0,OS gr 
agua destilada 5Inl 
Se hierve durante 1.5 min. un tubo de centrífuga con NaOH y agua destilada y en 
otro lugar se hierve tambien durante 10 min. agua destilada, dejándola enfriar, y en 
ella se lava el tubo de centrffuga anterior. 
Se mezcla el citrato de plomo con los 5 ml de agua bidestilada en atmósfera de 
nitrógeno y se añaden los O;OS ml. de NaOH 10 N. Se agita durante 5 min. y a 
continuación se deposita sobre la solución una capa de aceite de parafina con cuidado 
para que no se mezclen las fases. 
Metodo de tinción 
Antes de tenir, se centrifuga el citrato de plomo durante 10 min. a 3.000 rpm y 4°C. 
En una placa Peo-i con un papel de filtro WHATMAN humedecido en el fondo, se 
coloca un trozo de película de parafilm donde colocaremos las gotas de citrato de 
plomo. Se coloca también dentro de la placa un vidrio de reloj con varias lentejas de 
NaOH humedecidas. Se colocan las rejillas flotando sobre las gotas de citrato de plomo 
con los cortes hacia abajo y se tiñen durante 1-2 min. A continuación se lavan 
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abundantemente y con cuidado con agua destilada y se secan con papel WHATMAN. 
CONTRASTACION EDTA PREFERENCIAL PARA RIBONUCLEOPROTEINAS 
Las muestras que se van a contrastar con EDTA (Bemhard 1969) van fijadas 
exclusivamente en paraformaldehido, sin post-fijación con ácido ósmico. 
Preparación de la disolución 
Se disuelven 7,44 gr de EDTA en 50 ml. de agua destilada. En agitaciõn constante, 
se van aiiadiendo gotas de NaOH 1N muy lentamente hasta que quede un poco de 
precipitado. Se ajusta a pH 7 con NaOH. A continuación se completa hasta 100 CC. con 
agua destilada. Hay que dejar estabilizar la disolución 24 horas antes de su uso. 
Metodo de tiueión 
Primero se tirien las rejillas con acetato de uranilo durante 10 mm. según el metodo 
descrito anteriormente (6.5). Después se tratan con EDTA durante 45-90 min. y se 
secan. Finalmente, se contrastan con citrato de plomo 1 mm. según se indicó 
anteriormente (6.5). 
TINCION CON BISMUTO ESPECIFICA PARA GI. 
Las muestras para estas preparaciones son fijadas con glutaraldehido al 6% que 
bloquea la unión inespeclfica del bismuto a los grupos aminos, y no llevan post-fijación 
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con ácido ósmico; la inclusión se realizó en la resina LR-White. 
La técnica de impregnación con Bismuto que hemos empleado está basada en la 
descrita por Brown y Locke (1978) para células animales. 
Preparación de la solución de bismuto 
Se prepara a partir de 2 soluciones: 
SOLUCION A 
Tartrato de sodio 400 gr. 
Nitrato de bismuto 200 gr. 
NaOH 1N 10 ml. 
Se diluye el tartrato con NaOH, y la disolución resultante se añade gota a gota 
al nitrato de bismuto.. Se guarda en nevera. 
SOLUCION B 
(IRA) Trietanolamina 2,983 gr. 
Agua destilada 100 ml. 
Resultando una solución de TRA 0,2 N que ha de ser neutralizada con ClH hasta 
pH 7. 
En el momento de la tinción se mezclan: 
i parte de A 
2 partes de B 
Se procede a ajustar el pH, primero con ClH 5 N y finalmente con ClH 1 N hasta 
conseguir un pH entre 7 y 7,5. La soluci6n final debe quedar transparente. 
Metodo de tinción 
Ponemos sobre una placa Petri un trozo de parafilm en el fondo y colocamos unas 
gotas de la solución anterior. En cada gota pondremos una rejilla con los cortes hacia 
la solución de bismuto. 
Se tiñen durante 30 min y después se lavan las rejillas abundantemente con agua 
destilada. 
6.6. INTviUNOLOCALIZACION DE ADN. 
Las muestras utilizadas para la detección imnunocitoquímica del ADN se 
procesaron según se indicó anteriormente en los apartados (6.1), (6.2) y (6.3). 
El anticuerpo primario utilizado es un monoclonal contra ADN de cadena doble 
y sencilla de células híbridas de rat6n-rat6n (clon AC-30-10). Pertenece a la clase de 
inmunoglobulinas IgM. Es un anticuerpo desarrollado por el Dr. Scheer (Scheer y col. 
1987) disponible comercialmente a trav6s de BOEHRINGER Mtiein Biochemica. 
Especificidad: El anticuerpo reacciona contra ADN nativo y desnaturalizado aislado 
de varios organismos: ratón y timo de ternera, M13SV40, Fd-ADN y otros pl&xnidos 
y también, contra ADN sintktico de composición variada: poly k(A-CI. poly&G-Tl , 
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pol&(A-T].poly[d(A-4 y poly[d(A-Tjl . 
El anticuerpo secundario utilizado es un anti-IgM de ra-tón (específico de cadena 
p),conjugado con oro (tamaño de partkulas de 10 mn), de origen comercial (Sigma 
Chemical). 
Reacción inmunocitoquímica 
Las reacciones inmunocitoquhnicas se efectuaron según una técnica post-inclusión, 
flotando sucesivamente las rejillas en las siguientes soluciones: 
Lavado en PBS y Tritón-X 100 al 0,OS % durante 10 min. a temperatura ambiente. 
Bloqueo de los posibles lugares inespecíficos de unión del anticuerpo primario, 
incubando las rejillas durante 20 min. y a temperatura ambiente en PBS conteniendo 
seroalbúmina bovina (BSA) al 5%. 
Incubación de las muestras con el anticuerpo primario, a una concentración de 1 
~gr/ml en un medio que contiene PBS y BSA al 0,l %, durante 1 hora a 37°C en 
cámara húmeda. 
Los controles negativos se incubaron en gotas que contienen PBS con BSA al 0,l 
%, pero no el anticuerpo primario. 
Lavados a temperatura ambiente con PBS y Tritón X-100 al 0,05 % durante 10 
min. 
Incubación de las rejillas con el anticuerpo anti-IgM de ratón acoplado a oro 
diluido hasta 150 en un medio que contiene PBS, BSA al OJ % , Tween al 0,05 % y 
suero fetal al 5 % previamente filtrado. 
Mantenemos las rejillas en incubación durante 30 min. a temperatura ambiente. 
Lavados con PBS y Tritón X-100 al 0,05 %, 10 min. 
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Se lavan las rejillas con agua destilada y desionizada, 10 min. a temperatura 
ambiente. 
Contrastación con acetato de uranilo al 5 % en solución acuosa, durante 5 min. en 
oscuridad. 
Lavado de las rejillas con agua destilada desionizada, secado y observación al M.E. 
6.7. OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO 
Las observaciones de microscopia electrónica se efectuaron indistintamente en 
un microscopio PHILIPS EM 300 o en un HITACHI 2000. 
Las preparaciones convencionales se observaron a 80 KV con una apertura de 
objetivo de 50 nm. En el caso de las preparaciones de EDTA, oxinitrato de bismuto y 
reacciones imnunocitoquímicas las observaciones se hicieron a 60 KV con una apertura 
de objetivo menor (20 rmr), para aumentar el contraste. 
Las microfotografías se tomaron sobre placas de 60 x 90 mm marca DUPONT. 
Los positivos fotográficos se realizaron sobre papel politenizado marca ILPORD 
utilizando una ampliadora LEITZ. 
6.8 RECONSTRUCCION TRIDIMENSIONAL DE LAS MATRICES NUCLEARES A 
PARTIR DE CORTES SERIADOS 
OBTENCION DE CORTES SERIADOS 
Los cortes seriados se realizaron básicamente según la técnica descrita 
anteriormente, pero con la ayuda de una cuchilla de diamante DIATOME de 1.2 mm. 
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Una vez flotando sobre la balsa, las tiras de cortes se fraccionaron en segmentos de 
varios cortes de forma que cupieran en la ranura de las rejillas, con la ayuda de un 
cabello montado en un palillo y con sumo cuidado para no perder ninguno de los cortes. 
Cada una ‘de estas tiras de cortes se recogió con la ayuda de un anillo de 
Marinozzi y se depositó con su gota de agua sobre un soporte de aluminio, que 
presenta agujeros del diámetro de las rejillas, y que previamente se había recubierto con 
una película soporte de pioloformo. Sobre la gota de agua se coloca la rejilla de ranura 
con ayuda de una lupa binocular, de forma que la tira de cortes quede englobada en la 
ranura de la rejilla y se deja secar el agua. 
Este proceso se repite ordenadamente en todos los segmentos de las tiras de cortes 
hasta completar la estructura que se quiere estudiar. 
Una vez secos todos los cortes se rompen los bordes del pioloformo alrededor de 
las rejillas con ayuda de una micropipeta de cristal afilada, y se separan las rejillas que 
llevan montadas las tiras de cortes sobre pioloformo, guardandolas ordenadamente de 
la primera a la última. 
Los cortes se contrastan con acetato de uranilo y citrato de plomo según la técnica 
convencional descrita anteriormente (6.5). 
OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO 
Las rejillas se observaron en un microscopio HITACHI 2000 que permite rotacibn 
electromagnética de la imagen, lo que facilitó la orientaci6n de las imagenes sucesivas 
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de una misma estructura en las fotografías. 
Despu& de localizar en los cortes las matrices nucleares que se iban a estudiar, 
se tomaron fotografías de las mismas a 6000 aumentos, que constituyeron la base del 
estudio posterior. 
OBTENCION DE LOS PERFILES DE LAS ESTI¿UCTURAS 
Una vez clasificadas ordenadamente las fotograffas de los cortes seriados 
correspondientes a cada estructura, se reproducen los perfiles de las mismas sobre una 
lámina de acetato con diferentes colores, utilizando dos puntos de referencia para 
orientar cada corte respecto del anterior. 
Se elige el número de estructuras que se quieren estudiar, en nuestro caso: 
LBmina nuclear residual 
Matriz interna 
Nucleulo residual 
El contorno de cada estructura se dibuja en una lámina de acetato con un color 
distinto. 
Previamente se señalan 2 puntos de referencia en la fotografía del corte al 
microscopio electrónico que nos van a servir de eje en cada reproducción de imagen. 
Los bordes de la lámina de acetato se hacen coincidir con los bordes de la 
fotografía y se transmiten con un rotulador los 2 puntos del eje situados en la fotografía 
a la lámina de acetato. 
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A continuación se señala en la lámina el perfil de cada estructura con su color 
propio. 
Se coge otra lámina de acetato, se situa encima de la anterior y se calcan sobre 
ésta los 2 puntos que nos van a seguir sirviendo de eje. 
Se toma la fotografía siguiente. Se pone debajo de la lámina nueva donde se va 
a reproducir la próxima imagen. Se hacen coincidir los bordes y se señala la nueva 
estructura, tomando como guía la estructura de la lamina anterior. 
Se repite este proceso con todas las fotografías que se quieran analizar. 
TRANSMISION DE LOS PERFILES AL ANALIZADOR DE IMAGEN Y 
CONSTRUCCION DEL ESTEREOPAR 
Los perfiles de las estructuras se procesaron en un ordenador IBAS 1 utilizando 
un programa de reconstrucción tridimensional 3D REC de KONTRON BILDANALYSE 
Gmb + 1, y luego se analizaron en un analizador semiautomático de imagen 
KONTRON IBAS. 
El programa 3D REC consta de: 
-Un programa RC REC para recibir datos a partir de perfiles delineados sobre un 
tablero digitalizador. 
-Un programa RC ROT para rotaciónde coordenadas alrededor de cualquier eje (x, y 
0 z). 
-Un programa RC PLT para dibujar con salida de datos a un “plotter” TEWI DATA PL 
81. 
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Utilizando el programa RC REC se introducen en el ordenador los siguientes 
datos: 
l-Perfiles de las estructuras con su eje de referencia. 
2-Distancia real de los dos puntos del eje de referencia en micras: 2,62 Ccm. 
3-Distancia en profundidad de cada corte con respecto al siguiente: 0,07pm. 
4-El número de puntos que debe registrar el ordenador por cada 10 cms: en nuestro 
caso, 50 puntos. 
Una vez introducidos los datos en el programa RC REC, se construyen los perfiles 
citados utilizando el programa RC ROT. Los estereopares obtenidos fueron rotados 5R 
alrededor del eje y. 
A continuación se utiliza el programa RC PLT para dibujar el estereopar con el 
“plotter”, que dibuja primero el archivo de datos original introducido y luego el rotado. 
6.9 CUANTIFICACION MORFOMETRICA 
La cuantificación morfométrica de los diámetros de las fibras y los gránulos se 
efectuó sobre los positivos fotográficos correspondientes al microscopio electrónico. Se 
tomaron como muestra 15 núcleos residuales diferentes en cada estadio de extracción, 
y en el caso de las matrices, 15 matrices diferentes obtenidas en cada uno de los 
experimentos. Se calculó la media aritmética para cada uno de los diámetros de las 
estructuras. 
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7. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA ELECTROFORESIS SDS-PAGE 
Las alfcuotas de núcleos y de las distintas fracciones obtenidas en las diferentes 
extracciones, se lavaron en tampón TM conteniendo 1 mM PMSF. Se congelaron y 
mantuvieron a -2OT. 
7.1 DETERMINACION DE LAS PROTEINAS 
La determinación de la cantidad de proteínas de las muestras se realizó según el 
método de Lowry y col. (1951), según se detalla a continuación: 
PREPARACION DE REACTIVOS DE LOWRY 
Se preparan 4 soluciones: 
A. CO,N+ al 2% en NaOH 0.1 N. 
B. SO&u.SH,O al 0.5% en tartrato sódico al 1%. Esta solución debe prepararse 
en el momento de ser utilizada porque precipita con facilidad en unas horas. 
C. Se mezclan 25 ml. de A y 0.5 ml. de B. Esta solución sólo dura 24 horas. 
D. Se diluye una preparación de Folin Ciocalteus (Merck) en proporción 1:2 en 
agua destilada.. 
CURVA PATRON Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS 
Para construir la curva patrón de absorbancia en el espectrofotómetro se utilizaron 
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una serie de disoluciones, partiendo de una solución de BSA en agua destilada al 0.03 
%. 
Se ponen volúmenes crecientes de esta disolución en una serie de 9 tubos, cuya 
cantidad de protefna es por tanto conocida: 
TUBOS VOLUMEN BSA 0.03% CANTIDAD DE BSA 
Blanco 0 0 *,l.. 
0.1 ml 
Posteriormente se añade reactivo C hasta 2 ml en cada tubo, se agitan y se dejan 
actuar 10 minutos. 
Se añade a cada uno de ellos 0.2 ml de Folin diluido en proporción 1:2, se agita 
y se deja reaccionar durante 20-30 minutos. 
Se prepara también otra serie de tubos con las proteínas que se quieren 
determinar. Para ello se diluyen las muestras liofilizadas de núcleos o matrices nucleares 
en un volumen de 0.5 ml. en agua destilada y se toma 0.1 ml. de cada una de las 
muestras diluidas para efectuar la valoración. 
PREPARACION DE LAS MUEXIRAS 
Se llenan los tubos con agua destilada a un volumen final de 1 ml. 
Se añade a cada uno de ellos 2 ml. de reactivo C, se agita bien y se deja actuar 10 
minutos. 
Después se añade 0.2 ml. de Folin diluido en proporción 1:2, se agita y se deja actuar 
de 20 a 30 minutos. 
LECTURA EN EL ESPECTROFOTOMETRO 
Los valores de absorbancias se leen a una longitud de onda de 550 mu en un 
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espectrofotómetro SPECIRONIC 710 (Bausch 4 Lomb). 
OBTENCION DE LA CURVA PATRON Y VALORACION DE LAS 
PROTEINAS 
Obtención de la curva patrón 
La curva patrón se construye representando en ordenadas los valores de 
absorbancia medidas en cada uno de los tubos de la serie de dilución de BSA, y en las 
abscisas la cantidad de proteína ya conocida. 
Determinación de las protefnas 
Utilizando la curva patrón y a partir de los datos de la absorbancia medidos se 
obtiene en abscisas la cantidad de proteína que contiene cada tubo, y a partir de ella 
la concentración de proteína total de cada muestra. 
Conocido el peso seco de la muestra, el porcentaje de proteína en peso seco se 
obtiene por reglas de 3 simples. 
7.2 ELECTROFORESIS 
Para la separación electroforética de las proteínas nucleares y de la matriz residual 
así como para la determinación de sus Pms se empleó el sistema descrito por Laemmli 
(1970), utilizando una concentración de acrilamida al 10%. 
POLIMERIZACION DE LOS GELES 
Equipo utilizado 
Para la electroforesis se utilizó una cubeta de electroforesis Protean II ,Slab Ce11 
(Bio-Rad) con placas de 16 cm y espaciadores de 1 mm de grosor, y una fuente de 
alimentación LKB Bromma. 
Composición del gel de separaci6n 
Acrilamida 9.79 % 
Bisacrilamida 0.26 % 
Se utilizan: 
Agua destilada 16.3 CC 
Tris ClH 1.5 M pH 8.8 10 CC 
SDS al 20% 0.2 CC 
Acril-Bis al 30 % 13.4 CC 
Persulfato amónico 10% 0.1 cc 
TEMED omcc 
Composición del gel de concentración 
Acrilamida 3.79 % 
Bisacrilamida 0.10 % 
Se utilizan: 
Agua destilada 16.3 CC 
Tris ClH OSM pH 6.8 2.5 CC 
SDS al 20% 0.05 CC 
Atril-Bis al 30% 1.3 CC 
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Persulfato amónico 10% 0.05 CC 
TEMED 0.005 CC 
Las soluciones se desgasifican en trompa de vacio durante 15-20 minutos. 
Primero se polimeriza el gel de separación protegido del aire con una capa de 
isobutanol. Cuando ha polimerizadöse retira el isobutanol, se lava varias veces con 
agua destilada y desionizada, se seca el interior de las placas. 
Después se polimeriza el gel de concentración sobre el gel de separación,protegido 
del aire con el peine de electroforesis. 
DISOCL4CION DE LA MUESTRA 
Las protefnas se desnaturalizaron mediante tratamiento con un tampón de 
disociación que contiene mercaptoetanol y SDS. 
La composición del tampón de disociación es la siguiente: 
Mercaptoetanol al 15% (v/v) 
SDS al 9% (p/v) 
Tris ClH 0.2 M pH 6.8 
Y se colorea con azul de bromofenol al 0.01% (p/v) 
Ias muestras conteniendo 100 .ugr de proteína total se desnaturalizaron en 150 
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~1 de dicho tampón, calentándolas en batio de agua a 1OBC durante 10 minutos. 
Una vez disociadas se les añade sacarosa al 60% hasta alcanzar una concentración 
final del 30%, con el fin de aumentar su densidad. 
Como proteínas patrones se utilizaron las “standard” de rango bajo de Pm 
comercializadas por Bio-Rad que contienen: 
Fosforilasa A de músculo de conejo 97.4 KD 
BSA 66.2 KD 
Ovoalbúmina de gallina 42.699 KD 
Anhidrasa carbónica bovina 31 KD 
Inhibidor de la tripsina de soja 21.5 KJJ 
Lisozima de pollo 14.4 KD 
La cantidad utilizada de proteína en cada una de las bandas patrones fue de 10 
ELECTI¿OFORESIS DE LA MUESTI¿.4 
Las muestras se corrrieron a una corriente constante de 20 mA por placa en el gel 
de concentración y a 40 mA por placa en el de separación, hasta que el azul de 
bromofenol alcanzó el final del gel. 
El tampón de electrodos utilizado contiene 0.025M Tris, 0.192 M glicina y SDS al 
0.1% 
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COLORACION DE LOS GELES CON AZUL DE COOMASIE R250 
Una vez terminada la electroforesis, los geles se tiñeron durante la noche en una 
solución de azul de Coomasie en agitación constante y se destiñeron con la solución 
decolorante durante 3 horas, renovando la soluci6n cada hora. 
Preparach de Ia soluci6n azul de Coomasie 
La solución colorante se prepara a partir de 2 soluciones previas: 
- Solución A: 60 gr de tricloroacético en 800 ml de agua destilada. 
- Solución B: se mezcla la solución A en 200 ml de metano1 y 70 ml de ácido 
acético. 
Para la solución colorante final se mezclan: 
400 ml de la solución B 
10 ml de agua destilada y desionizada con Coomasie Blue al 1% 
Preparación de Ia solución decolorante 
Se mezclan: 
6 volúmenes de metano1 
14 volúmenes de agua destilada y desionizada 
2 volúmenes de ácido acético. 
91 
DETERMINACION DE PESOS MOtiCULARES DE LAS PROTEINAS 
El cálculo de los Pms relativos de las bandas se hizo según el metodo Weber y 
Osborn (1969), basado en la proporcionalidad directa existente en los geles de 
poliacrilamida-SDS entre la movilidad electroforética y el Pm. 
La movilidad electroforética de cada banda proteica se calcula mediante un 
cociente entre la distancia recorrida por la banda proteica y la distancia recorrida por 
el frente de electroforesis. 
Cglculo del Pm 
Con los datos de movilidad electroforética y Pms de las bandas patrones se 
construye la recta patrón, representando en ordenadas los Pms de las proteínas patrones 
y en abscisas las movilidades electroforéticas correspondientes. 
Con los datos de movilidad electrofor&ica de nuestras proteínas, obtendremos los 
correspondientes Pms sobre la recta patrón. El margen de error estimado para 6ste 
método es de un S-10 % 
RESULTADOS 
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1. ULTRAESTRUCTURA DEL NUCLEO “in situ” y aislado EN CELULAS 
MERISTEMATICAS DE Allium cepa. 
1.1 ORGANIZACION ESTRUCl’URAL DEL NUCLEO “in situ” 
En secciones ultrafinas de células meristemáticas interfásicas, fijadas en 
glutaraldehido-osmio y teñidas con acetato de uranilo-citrato de plomo, el núcleo 
muestra una forma circular o elipsoidal de aproximadamente 10~ de diámetro. 
Desde un punto de vista estructural, se distinguen 4 regiones o componentes del 
núcleo con estructuras y funciones bien diferenciadas (Fig. 1): la envuelta nuclear, que 
limita al núcleo separándolo del citoplasma; y en el interior del mismo, el nucleolo, las 
masas de cromatina condensada y las regiones intercromatínicas. 
La envuelta nuclear. Está formada por una estructura de doble membrana con un 
espacio interior que separa las dos membranas, denominado espacio perinuclear, el cual 
es transparente a los electrones y mide en este material aproximadamente 45 + 5 nm 
en grosor. 
La membrana externa presenta ribosomas asociados y, en ocasiones, puede 
observarse una continuidad del espacio perinuclear con las cisternas del retículo 
endoplásmico rugoso. * 
La envuelta nuclear está atravesada por los poros nucleares que aparecen como 
estructuras complejas, densas a los electrones, de 90-100 nm de diámetro. En secciones 
tangenciales puede apreciarse su estructura en anillo con el gránulo central osmiófilo 
(fig. 1). 
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El nucleolo. Es la estructura más patente del núcleo de células interfásicas. Presenta una 
forma esferica con un diámetro medio de 5 Pm y en él se distinguen tres componentes 
tipicos con una localización definida: 
-Centros fibrilares. Aparecen en número variable dependiendo de la actividad 
biosintética nuclear. Contienen la cromatina nucleolar transcripcionalmente inactiva 
asociada con proteínas. Pueden ser homogéneos o heterogéneos. En el primer caso 
aparecen como areas claras compuestos de fibrillas de 10 nm de di&netro y en el 
segundo caso presentan ademas inclusiones de cromatina condensada en su interior (Fig 
1). 
-El componente fibrilar denso, cuyas masas rodean los centros fibrilares. Está formado 
por fibras de 7-9 nm de diámetro y contiene los genes ribosómicos transcripcionalmente 
activos y es también el soporte del procesamiento temprano de las partículas de RNPr 
(Fig 1). 
-El componente granular, entremezclado con la región fibrilar. Está compuesto por 
gránulos de 15-20 nm de diámetro asociados a fibras de aproximadamente 10 nm de 
grosor. Contiene las partículas preribosómicas (Fig 1). 
Masas de cromatina condensada. En especies reticuladas como es Allium cepa las 
masas de cromatina condensada son las estructuras mas patentes del núcleo después del 
nucleolo. Se extienden por todo el interior nuclear, proporcionandole un aspecto 
reticulada. Presentan perfiles irregulares y conexiones entre sí. Las masas periféricas se 
adosan a la envuelta nuclear pero nunca en los lugares-donde se localizan los poros 
nucleares. Estan formadas por fibrillas de 20 mn de diámetro (Fig. 1). 
En este material no existen masas de cromatina perinuclear ni perinucleolar como 
sucede en animales. 
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Región intercromatfnica. Contiene las regiones de cromatina descondensada en 
transcripción activa y las partículas correspondientes a las RNPhn y RNPsn. Se localiza 
entre las masas de cromatina condensada y presenta una cierta correspondencia 
morfológica y topológica con las regiones de la matriz nuclear interna. 
Su estructura es compleja y dificilmente observable a no ser en preparaciones de 
EDTA que contrastan específicamente las ribonucleoproteínas (Fig.4). Se puede dividir 
para facilitar su estudio en región pericromatínica y región intercromatínica 
propiamente dicha. 
Regi6n pericromatfnica. Es la zona que rodea la cromatina condensada y es el área más 
activa en transcripción del núcleo exceptuado el nucleolo. En esta región aparecen las 
fibrillas y los gránulos pericromatínicos. 
-Las fibrillas pericromathicas, se observan como un borde irregular en la periferia de 
la cromatina condensada, tienen un diámetro variable entre 3-20 nm. 
-Los gr8nulos pericromatlnicos miden 35-45 mn de diámetro y están rodeados por un 
halo claro de 25 nm. Aparecen en el borde de las masas de cromatina y ocasionalmente 
en el interior de estas. 
Region intercromatlnica. Se localiza a continuación de la zona anterior y en conexión 
con ella. En la región intercromatínica se encuentran: 
-Fibrillas intercromatinicas. Son formas intermedias entre las fibrillas y los gránulos 
pericromatínicos. Contienen ARNhn en procesamiento. 
-Grhulos intercromatlnicos, de 20-25 mn de diámetro. Aparecen asociados a fibras de 
3-4 mn y distribuidos por los espacios intercromatínicos formando una red. Al contrario 
de lo que ocurre en células animales no forman grandes grupos (Fig.7). Los G.1 son 
difíciles de observar en las preparaciones convencionales (Fig.1) pero se contrastan 
específicamente con la tinción con oxinitrato de bismuto (Fig.7). 
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Además de la red de fibras y gránulos que componen la región intercromatínica se 
pueden observar tambien varios cuerpos nucleares de estructura bien definida. Los más 
tfpicos son: 
-“coiled bodies”. Son cuerpos esféricos compactos, cuyo diámetro máximo medio es 0.4 
+ 0.15 Pm. Están formados por fibras espiralizadas de 15-25 tun de diámetro que 
presentan continuidad con las masas de cromatina y con las estructuras del espacio 
intercromatínico (Fig.1). 
-Cuerpos fibrilares. Presentan una densidad electrónica .muy baja y tienen forma 
redondeada o elipsoide. Están formadas por fibrillas helicoidales de 10 tun. A veces se 
presentan asociadas a las masas de cromatina condensada, aunque pueden estar libres 
en la región intercromatínica. Están rodeados por un halo transparente a los electrones 
(Fig.1). 
-Micropuff. Corresponden a las estructuras centroméricas interfásicas de plantas 
reticuladas, son de forma elipsoidal con ejes de 0.83 Pm y 0.63 Pm de diámetro. Están 
formados por una malla fibrilar cuyas fibras miden 25-30 nrn de diámetro. Esta malla, 
a su vez, se encuentra inmersa en una matriz proteica de 5-7 nrn de diámetro. Están 
asociados con las masas de cromatina condensada (Fig 1). 
1.2 ORGANIZACION ESTRUCTURAL DEL NUCLEO AISLADO. 
Después del aislamiento, los núcleos teriidos en vivo con verde de metilo-acetico, 
muestran al microscopio óptico una buena preservación estructural (Fig. 2). Retienen 
su morfología de conjunto y aparecen con poca contaminación citoplásmica. Las 
estructuras nucleares más claramente discernibles son los nucleolos densos, y las masas 
de cromatina condensada que proporcionan al núcleo un aspecto ligeramente reticulada. 
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En secciones ultrafinas de núcleos aislados, convenientemente procesados y 
observados al M.E., se comprueba la preservación estructural y topológica de sus 4 
componentes principales: envuelta nuclear, nucleolo, masas de cromatina condensada 
y regiones intercromatínicas (Fig. 3). 
Sin embargo, las características ultraestructurales observadas en los núcleos aislados, 
varian ligeramente dependiendo de los métodos de fijación utilizados. 
FIJACION EN GLUTARALDEHIDO AL 3% , POST-FIJACION EN ACIDO 
OSMICO AL 2%, E INCLUSION EN RESINA EPOXI. 
Envuelta nuclear. Conserva su estructura típica en la que se reconocen los poros 
complejos. (Fig. 3). Estos tienen un diámetro aproximado de 80 mn en secciones 
tangenciales en las que se observa el elemento central osmiófilo. 
Masas de cromatina condensada. Son bastante densas a los electrones y están 
aparentemente expandidasmientras que las regiones intercromatfnicas están reducidas 
de tamaño en relación al núcleo “in situ”. (Figs.1 y 3). Se puede observar la 
organización fibrilar homogénea de las masas de cromatina condensada, constituida por 
fibras de cromatina de 7-10 mn de diámetro,(Fig. 18). 
Nucleolo. Aparece como una estructura compacta en los núcleos aislados. Sus tres 
componentes principales: centros fibrilares, componente fibrilar denso y componente 
granular, presentan la misma distribución que en el núcleo “in situ”. Los centros 
fibrilares muestran una estructura similar a los del nucleolo “in situ”, están rodeados por 
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el componente fibrilar denso y en la periferia se localiza el componente granular (Fig. 
3). 
Región intercromatínica. Es la mas afectada en su organización estructural tras el 
aislamiento nuclear. Aparece formada por una red de fibrillas de baja densidad 
electrónica y aproximadamente 5 mn de diámetro (Figs. 3 y 18), conectadas con las 
masas de cromatina. A la red de fibrillas se asocian dos tipos de gránulos: unos con un 
diámetro de 40-45 mn y otros de diámetro menor 25-30 nm (Figs.3 y 18). A veces, 
presentan su estructura parcialmente relajada, lo que permite observar las fibras 
arrosariadas que los forman. 
En los bordes de la cromatina condensada se reconocen los gránulos 
pericromatínicos de 40 mn de diámetro rodeados por un halo transparente, estos 
gránulos no parecen afectados en su estructura (Fig. 3); observandose también 
numerosas fibrillas pericromatínicas de grosor variable entre 3-20 mn (Fig 3). 
FIJACION EN GLUTARALDEHIDO AL 6%, SIN POSTFIJACION EN ACIDO 
OSMICO E INCLUSION EN RESINA ACRILICA. 
Cuando los núcleos se fijan en glutaraldehido al 6%, sin post-fijación en ácido 
ósmico y se incluyen en resinas acrrhicas para la realización de pruebas citoquímicas, no 
se observan modificaciones fundamentales en su estructura (Fig 7). 
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FIJACION EN PARAFORMALDEHIDO AL 4%, SIN POST-FIJACION CON ACIDO 
OSMICO, E INCLUSION EN RESINA ACRILICA. 
La fijación en paraformaldehido al 4%, sin post-fijación en ácido 6smico y posterior 
inclusi6n en la resina acrtlica LR White, sí produce diferencias ultraestructnralmente 
significativas en los núcleos aislados (Fig.4). En primer lugar, en todos los componentes 
nucleares aparecen mas individualizadas las fibras que los constituyen, perdiendose la 
observación de los componentes amorfos. La envuelta nuclear se encuentra adosada a 
las masas de cromatina y es dificil de observar. Las masas de cromatina condensada 
aparecen menos densas que el nucleolo, y resultan difíciles de distinguir de los 
elementos fibrilares de las regiones intercromatfnicas, en las que destacan los gr&rmlos 
densos de Z-30 nm y 40-45 mu respectivamente (Fig 5). El nucleolo es la estructura 
mas semejante en ambos tipos de fijaciones (Fig 5). 
TINCION PREFERENCIAL PARA RIBONUCLEOPROTEINAS 
Los núcleos aislados, fijados en paraformaldehido y teñidos con EDTA, presentan 
blanqueadas las masas de cromatina condensada mientras que los nucleolos (a excepción 
de los centros fibrilares) y ciertas estructuras de las regiones intercromatínicas 
aparecen preferencialmente contrastadas (Figs.4 y 5). 
En las regiones intercromatínicas, la tinción de EDTA destaca los gránulos de 40-45 
nm y 25-30 mn, así como fibras de grosor variable de 5-7 mn que se observan adosadas 
a los bordes de la cromatina condensada o bien en el interior de la región 
intercromatfnica (Figs. 4 y 5). La envuelta nuclear no se contrasta, pero presenta 
poliribosomas fuertemente contrastados en su capa externa. Algunas veces se observa, 
4 
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adosada a la superficie interna de la envuelta nuclear, una fina capa de fibras 
contrastadas. Estas fibras conectan con las estructuras ribonucleoproteicas de las 
regiones intercromatínicas. 
TINCION CON OXINITR4TO DE BISMUTO. 
La tinción con bismuto muestra una gran selectividad. Los núcleos aislados, fijados 
en glutaraldehido e impregnados con oxinitrato de bismuto, presentan como únicas 
estructuras contrastadas los gránulos de 25-30 mn de las regiones intercromatínicas y 
ciertas fibras localizadas en el componente fibrilar denso del nucleolo. Debido a la 
ausencia de tinción en el resto de los componentes nucleares, hemos recurrido a 
positivos forzados de exposición para facilitar la identificación de dichos componentes. 
Las masas de cromatina condensada y la envuelta nuclear se hallan desprovistas de 
tinción (comparar Figs. 6 y 7). En el nucleolo, la reacción presenta una intensidad 
mucho menor que en las regiones intercromatfnicas. Los centros fibrilares aparecen 
como areas claras sin teñir y situadas en el componente fibrilar denso, a su alrededor 
aparecen de forma discontinua, fibras de aproximadamente 4 nm realzadas por la tinción 
de bismuto. En general, la periferia del nucleolo correspondiente al componente 
granular así como las vacuolas nucleolares no presentan tinción con bismuto (Fig 7). 
En las regiones intercromatínicas, las únicas estructuras contrastadas son gránulos 
de 25-30 nm. Estos gránulos están formados por fibras de 0 4 rmt (Fig 7a). 
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2. MATRIZ NUCLEAR OBTENIDA POR EL METODO DE BEREZNEY Y COIWEY 
(1974) (Proc.1) 
2.1 MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA 
Cuando se someten los núcleos aislados a extracción secuencial con tampones de 
baja concentración de magnesio, alta fuerza iónica (2M ClNa), detergentes no iónicos 
y digestión exhaustiva con nucleasas según el método clásico desarrollado por Berezney 
y Coffey (1974) (TABLA V), las estructuras residuales que se obtienen constituyen la 
matriz nuclear. La matriz nuclear final está constituida por tres componentes 
morfológicos principales: lamina, nucleolo residual y matriz interna (Fig. 8). 
La lamina se observa como una capa continua en la parte más externa de la matriz, 
con una estructura fibrilar compleja formada por fibras de 10 nm y en la que se 
encuentran integrados los poros complejos residuales (Fig. 9). 
La matriz interna es un entramado de masas fibrilares que se extienden por el 
interior de la matriz desde el nucleolo residual hasta la lamina. Está formada por fibras 
de lo-20 mn a las que se asocian gránulos de 25-30 nm (Fig. 10). 
El nucleolo residual presenta una estructura densa, exclusivamente fibrilar con fibras 
de 15-20 mn. En su interior se observan zonas menos densas a los electrones, similares 
a los centros fibrilares en los que se distinguen fibras claras de aproximadamente 10 mn 
de diámetro (Fig. 10). 
2.2 COMPOSICION POLIPEPTIDICA 
Se ha analizado la composición polipeptídica de la matriz nuclear así como de los 
MATRIZ NUCLEAR OBTENIDA POR EL PROCEDIMIENTO DE BEREZNEY Y 
COFFEY (1974)(PROC 1). 
FIG.8 Matriz nualear fijada en glutaralöehido-osmio y contrastada 
con acetato de uranilo-aitrato de plomo. En ella se 
distinguen los tres componentes matriciales: Lámina 
(L),matriz interna (mi),y matriz nucleolar (mnu). x27.588. 
La barra indica lprn 
FIG.9 Detalle a mayor aumento de la lámina (L). Está formada por 
fibras de 10 nm y en ella se encuentran integrados los poros 
complejos (punta de flecha),matriz interna (mi).x40.470. La 
barra indica lprn 
FIG.10 Detalle a mayor aumento de la matriz interna (mi) y de la 
matriz4 nucleolar (mnu). La matriz interna esta constituida 
por fibras de 10 nm (punta de flecha) a las que se asocian 
gránulos de 25 nm (flecha). La matriz nucleolar (mnu) es 
exclusivamente fibrilar con fibras de 15-20 nm (punta de 
flecha grande), y presenta áreas menos densas a los 
electrones similares a los centros fibrilares (círculo).En 
su interior se localizan fibras claras de 10 nm (flechas 
negras pequeñas). x34.200. La barra indica lfirn 

102 
núcleos residuales obtenidos en cada estadio de extración, efectuando electroforésis 
monodimensionales de cada una de las fracciones proteicas nucleares. 
El perfil electroforético de los núcleos aislados es muy heterogéneo, se detectan 
numerosas bandas proteicas (aproximadamente 23) con Pms comprendidos entre 137 y 
17 KD, siendo las bandas más prominentes las de 19 y 17 KD, y en menor grado las 
bandas proteicas situadas a 41, 34 y 71 KD (Fig.11, carrera 1). 
La extracción en tampón de baja fuerza iónica (0.2 mM Cl2 Mg) modifica el perfil 
electroforético de los núcleos, solubilizando principalmente las bandas de 41 y 34 KD. 
En esta fracción las bandas más prominentes signen correspondiendo a las de 19 y 
17KD, realzándose otras bandas proteicas situadas a 63 KD y las comprendidas entre 
54-50 KD (Fig.11, carrera 2) que son componentes que aparecen posteriormente en la 
fracción correspondiente a la matriz nuclear (Fig.11, carrera 4). Asímismo son 
abundantes en esta fracción bandas proteicas situadas a 71 KD, 68 KD, 45 KD, 43 KD, 
37 KD, 30 KD y 28 KD que ya aparecían en los núcleos. 
La extracción en alta fuerza iónica (2M ClNa) solubiliza gran parte de las bandas 
proteicas de 19-17 KD y de las situadas a 71 y 68 KD observándose las bandas 
matriciales de 63 KD y las comprendidas entre 54-50 KD. Signe siendo significativa de 
esta fracción la banda proteica de 37 KD (Fig.11, carrera 3). 
Las digestiones enzimáticas con DNasa 1 y RNasa A que conducen a la fracción de 
matriz nuclear producen un perfil polipeptfdico sencillo. Las proteínas matriciales se 
detectan a 63 KD y en el rango 54-50 KD (bandas a 54, 52 y 50 KD) aunque son 
también características las bandas de 37 y 27 KD (Fig.11, carrera 4). El perfil 
FIG.11 COMPOBICION POLIPEPTIDICA DE LA MATRIZ NUCLEAR Y DE LAS 
SUCESIVAB FRACCIONES RESIDUALES OBTENIDAS POR EL MF,TODO DE 
BEREBNEY Y COFFEY (1974),en geles SDS-PAGE al 10 % teñidos 
en azul de Coomasie. l.Niicleos .2.Fracción nuclear resiUua1 
obtenida por extracción en 0.2 n#f acetato magnésico. 
S.Fracoión nuclear residual obtenida por extracciones 
sucesivas en 0.2 mM acetato magn&dzo y 2M ClNa. 4.Watriz 
nuclear. 5.Marcadores de Pm. Las flechas en la carrera 4 
indican las bandas proteicas entre 63-50 KD comunes en las 
matrices nucleares obtenidas en todos los tratamientos. 
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polipeptfdico de la matriz nuclear es mucho mas sencillo que el de los núcleos aislados. 
Las bandas que lo componen no son mayoritarias en los núcleos, pero van haciendose 
predominantes en las fracciones a lo largo de las sucesivas extracciones. 
3. MATRIZ NUCLEAR OBTENIDA REALIZANDO LAS DIGESTIONES CON 
NUCLEASAS ANTES DE LA EXTRACCION SALINA, (Proc II) 
Las extracciones utilizadas para la obtención de estas matrices son básicamente las 
mismas del procedimiento descrito por Berezney y Coffey (1974) pero en este caso se 
invierte el orden de la secuencia de las mismas (TABLA VI)). Los núcleos son 
sometidos primero a extracci6n con Tritón X-100, posteriormente digeridos con DNasa 
1 y RNasa A; extraidos en medio de baja concentración de Magnesio (0.2 mM Cl,Mg) 
y finalmente en medio de alta fuerza iónica (2M ClNa). 
3.1 CONTROL DE LA ELIMINACION DEL ADN POR FLUORESCENCIA 
Para controlar la eliminación del ADN a lo largo de la secuencia de extracción,los 
núcleos procedentes de las distintas extracciones se incubaron con DAPI y se observaron 
en un microscopio de fluorescencia a 365 nm. 
Los núcleos aislados aparecen como esferas brillantes de color violeta, excepto las 
áreas de los nucleolos (Fig.l2a, 12b); la extracción posterior con Tritón X-100 no altera 
este modelo de fluorescencia (Fig.l3a, 13b); sin embargo, después de digestión con 
DNasa 1 la fluorescencia disminuye drásticamente (Fig.14a y 14b) y en la matriz nuclear 
final no se detecta prácticamente fluorescencia indicando que se ha producido una 
eliminación eficiente del ADN (Fig.lSa y 15b). 
MATRIB NUCLEAR OBTENIDA REALIZANDO LAS DIGESTIONES ENZINATICAS 
ANTES DE LA EXTRACCION SALINA (PROC II). Control de la 
eliminaaión del ADN por fluorescencia. a: contraste de fase. b: 
fluorescenaia a 365 nm. 
FIG 12a.Niicleos aislados visualiaados en contraste de fase. 12b. 
Los mismos núcleos observados a 365 nm. Aparecen como 
esferas brillantes de color violeta excepto las áreas de 
los nucleolos.xl.100 La barra representa 10 firn 
FIG 13a.Niialeos aislados extraidos con Tritón X-100 al 0.5%, y 
visualizados en contraste de fase. 13b. Los mismos núcleos 
observados a 365 nm. Aparecen como esferas brillantes de 
color violeta excepto las áreas de los nucleolos.xl.100. 
La barra representa 10 jLm 
FIG 14a.Núcleos aislados extraidos con Tritón X-100 al 0.5%, y 
digeridos con 250 pgr/ml DNasa 1 y 250 Fgrfml RNasa A, 
visualizados en contraste de fase. 14b. Los mismos niicleos 
observados a 365 nm. La fluorescencia disminuye 
drasticamente con relación a la extracción anterior, siguen 
observandose oscuras las áreas de los nucleolos.xl.100. La 
barra representa 10 Pm 
FIG 15a.Matrices nucleares finales visualizadas en contraste de 
fase. 15b. Las mismas matrices observadas a 365 nm Se 
comprueba la practica desaparición de la fluorescencia, la 
mancha fluorescente de la fig.15b corresponde a un trozo 
de pared celular gue presenta autofluorescencia.xl.100. La 
barra representa 10 Mm 
12b 
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3.2 MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA 
EXTRACCION CON TRITON X-100 
Despues de la extracción con Tritón X-100 la envuelta nuclear pierde su 
componente lipídico y aparece como una capa continua, densa a los electrones, en 
conexión con las estructuras de las regiones intercromatlnicas, y en ella se reconocen los 
poros complejos (Fig 17). 
Las masas de cromatina condensada tienen una densidad electrónica menor, y una 
apariencia más laxa que en los núcleos aislados, siendo claramente observable al M.E. 
su organización fibrilar formada por fibras de apariencia nucleosómica con un grosor 
aproximado 4 mn. (Fig. 19). A grandes aumentos se observa cbmo estas fibras conectan 
con la capa subyacente de la envuelta nuclear y las masas de las regiones 
intercromatínicas (Figs.17 y 19). 
Las regiones intercromatínicas forman un retículo de densidad electrónica media en 
el interior del núcleo y se encuentran confinadas por la cromatina laxa. Están formadas 
por una red fibrilar de 5 nm a la que se encuentran asociadas al igual que en el núcleo 
aislado, dos tipos de gránulos más densos: unos con un diámetro de 40-45 mn y otros 
de diámetro menor (25-30mn) (Fig. 19). 
El nucleolo conserva una organización similar a la que presenta en el núcleo 
aislado aunque mucho más laxa, distinguiéndose con dificultad la separación entre sus 
componentes a excepción de los centros fibrilares, que presentan una densidad 
FIG 16.Fnícleo control fijado convencionalmente 
glutaraldehido-osmio y contrastado con acetato 8:: 
uranilo-oitrato de plomo. La envuelta nuclear (en) forma una 
doble capa continua,las masas de cromatina condensada (chr) 
aparecendensamenteteflidas y las regiones intercromatínicas 
(ri) como zonas de menor contraste electrónico. x21.044 La 
barra representa lprn 
FIG 17.mUcleo aislado extrai con Tritón X-100 al O.S%,fijado 
en glutaraldehido-osmio y contrastado con acetato de 
uranilo-citrato de plomo. La envuelta nuclear (en) 
desprovista de elementos membranosos forma una capa 
continua. Las masas de cromatina condensada (chr) presentan 
una densidad electrónica menor y una apariencia mas laxa que 
en los controles.En las regiones intercromatinicas se 
distinguen granulos de 40 nm (punta de flecha) y de 25 nm 
(flecha). x17.100. La barra representa 1 ibrn 
FIG 17a.Detalle a mayor amento del nUcleOl0 de WíCleOS aislados 
y extraidos con Tritón X-100 al 0.5 % . Presenta una 
apariencia mas laxa que la de los nucleolos de níícleos 
control. Las estructuras que mejor se disciernen son los 
centros fibrilares (circulos) que aparecen como zonas de 
baja densidad electrónica. x38.988 La barra representa 1 Pm 
16 
EXTRACCION CON TRITON X-100 
FIG. .18 Detalle a gran aumento de las regiones intercromatínicas 
de núcleos aislados, fijados en glutaraldehido-osmio y 
contrastados con acetato de uranilo-citrato de plomo. Las 
regiones intercromatlnicas aparecen como zonas claras 
bordeadas por las masas de cromatina condensada (chr). En 
el interior de estas regiones se distinguen gránulos de 40 
nm (punta de flecha negra),de 25-30 nm ( flecha blanca ) y 
fibras de 5nm (flecha negra). x67.000. La barra representa 
1 I.cm 
FIG.19 Detalle a gran aumento de las regiones intercromatínicak 
de níicleos aislados, tratados con Tritón X-100 al O.S%, 
fijados en glutaraldehido-osmio ycontrasta dos con acetato 
de uranilo-citrato de plomo.Las regiones intercromatinicaê 
aparecen como zonas de mayor contraste electrónico en 
relación a las masas de cromatina circundantes que aparecen 
muy relajadas y con densidad electronica muy baja (chr). En 
el interior de las regiones intercromatínicas se distinguen 
gránulos de 40 nm (punta de flecha grande), de 25-30 nm 
(flecha negra) y fibras de 5 nm (flecha blanca )-Las masas 
de cromatina (chr) estan formadas por fibras de 4 nm (punta 
de flecha pequeña ). x61.500.La barra representa lprn 
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electrónica menor (Fig 17a). 
DIGESTION CON NUCLEASAS 
El efecto mas patente de la digestión exhaustiva con DNasa 1 y RNasa A sobre la 
morfología del núcleo es la desaparicibn de las grandes masas de cromatina, de forma 
que las amplias areas que ocupaban aparecen ahora transparentes a los electrones. A 
veces se observan algunos restos de cromatina en estas areas que se visualizan como 
masas poco estructuradas, densas a los electrones, adosadas a las regiones 
intercromatfnicas, o subyacentes a la envuelta periférica (Fig. 20). 
En este estadio de extracción los núcleos residuales están constituidos por tres 
componentes estructurales: la envuelta residual en la que se distinguen los poros 
complejos; el nucleolo residual y las regiones intercromatfnicas que conectan la envuelta 
con el nucleolo (Fig 20). 
La envuelta residual no aparece muy afectada por las digestiones, presentando la 
misma morfología que en la extracción con Tritón X-100. Sin embargo, la eliminación 
de la mayor parte de la cromatina condensada adosada a ellas permite una mejor 
visualización de su estructura. La envuelta residual forma una capa continua eón una 
organización fibrilar constituida por fibras de 10 mn de diámetro, a la que se encuentran 
asociados los poros nucleares (Fig 20). 
Después de las digestiones, la región intercromathtica revela una estructura 
fibrilogranular compleja. Se distingue en ella un entramado de fibras homog6neas de 
aproximadamente 5 nm de diámetro y densidad electrónica media que presenta 
FIG.20 Niicleo residual extraido con Tritón X-100 al 0.5 % y 
digerido con 250 wgr/ml DNasa 1 y 250 pgr/ml RNasa A fijado 
en qlutaraldehido-osmio y contrastado con acetato de 
uranilo-citrato de plomo. Está constituido por tres 
componentes estructurales: envuelta residual (er),nucleolo 
residual (Nur),yregionesintercromatínicas (ri).Elnucleolo 
residual (Nur) presenta una estructura fundamentalmente 
fibri1ar.A veces se observan restos de cromatina 
condensada,adosadas a las regiones intercromat1nicas o 
subyacentes a la envuelta periférica (puntas de flecha). 
x23.940. La barra representa 1 ).~rn 
FIG.21 Detalle a mayor aumento de las regiones intercromatínicas 
y de la envuelta residual. La envuelta residual (er) 
presenta estructura fibrilar formada por fibras de 10 nm. 
En las regiones intercromatínicas se distinguen dos 
entramados fibrilares de diferente densidad electrónica.El 
de menor densidad electrónica ( flechas negras largas ) está 
constituido por fibras de 5 nm y el mas denso a los 
electrones por fibras de aproximadamente 10 nm ( flecha 
negra gruesa). Las regiones intercromatínicas presentan 
asociados gránulos de 25-30 nm (círculos ). x31.840. La 
barra representa 1 )bm 
ri 
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asociados gránulos más densos de tamaño variable (24-40 mn) (Fig.21), y otro 
entramado fibrilar diferente del anterior, más denso a los electrones y que esta formado 
por fibras de 10 nm de diámetro (Fig. 21). 
Después de las digestiones enzimáticas, el nucleolo sufre una fuerte extracción 
desapareciendo como tal el componente granular. Su estructura es ahora 
fundamentalmente fibrilar, con fibras de aproximadamente 10 mn de diámetro, aunque 
a veces presenta algunos gránulos asociados de tamaño variable (20-40 rnn) (Fig. 20). 
EXTBACCION CON BAJA CONCENTBACION DE hIAGNBSI0 
El efecto más notorio sobre la morfología nuclear, después de la extracción en 
tampones con baja concentraci6n de magnesio es la desaparición total de los restos de 
cromatina condensada que aparecfan asociados al resto de los componentes nucleares 
(Fig. 23). 
La envuelta residual aparece libre de masas de cromatina, haciéndose muy evidente 
su estructura que no aparece afectada respecto a las extracciones anteriores. En 
secciones transversales, muestra una organización fibrilar compleja en la que se 
distinguen fibras de 10 mn de diámetro y poros nucleares (Fig. 23). Se observan 
claramente sus conexiones con las estructuras residuales de las regiones 
intercromatínicas. 
“.. 
En las regiones intercromatfnicas persiste la malla fibrilar fina (fibras de 5 mn) 
revelada por las digestiones enzimáticas. Esta malla puede observarse bien formando 
un retículo homogéneo sin ningún tipo de estructuras asociadas, presentar asociados 
EXTRACCION CON BAJA CONCENTXACION DE MAGNXSIO 
FIG.22 Fracoión de nticleos residuales extraidos con Tritón X- 100 
al 0.5% , digeridos con 250 pqrfml DNasa 1 y 250 pqr/ml 
RNasa A, y extraidos con 0.2 ml4 acetato maqnésico,fijados 
en qlutaraldehido-osmio y contrastados con acetato de 
uranilo-citrato de plomo. LOS niicleos residuales muestran 
una extracción homogénea, observandose algunos restos entre 
ellos procedentes de su rotura, principalmente de elementos 
de las regiones intercromatínicas residuales. Los nucleolos 
(Nur) aparecen poco extraidos con una estructura compacta 
excepto en las áreas de los centros fibrilares ( flechas 
blancas).La cromatina condensada aparece practicamente 
digerida. x12.015. La barra representa 1 Pm 
FIG.23 Núcleo residual a mayor aumento. Se observa la 
desaparición de los remanentes de cromatina condensada. La 
envuelta residual t-3 muestra una organización 
fibrilar,está formada por fibras de 10 nm. Las regiones 
intercromatínicas (ri) presentan una organización similar 
a la de los ntícleos residuales de la fracción anterior.Se 
observan dos entramados fibrilares de diferente densidad 
electrónica (flechas negras delgada y gruesa) y gránulos 
asociados de 25-30 nm (puntas de flecha). El nucleolo 
residual (Nur) muestra una organización fibrilar compacta, 
distinquiendose los centros fibrilares (flecha blanca). 
x21.888. La barra representa 1 wrn 
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gránulos de 25-30 mn, o bien en conexión con la otra malla fibrilar más densa a los 
electrones, compuesta de fibras de 10 mn. Esta malla presenta con frecuencia una 
organización en zig-zag (Fig 23). 
El nucleolo residual muestra una estructura fibrilar compacta con fibras de 
aproximadamente 10 mn. En su interior se observan claramente estructuras anlogas a 
los centros fibrilares (Fig.22) en cuyo interior, a su vez, se aprecian fibrillas de 5 nm de 
diámetro. Adosadas a la periferia nucleolar aparecen masas de las regiones 
intercromatinicas con estructura fibrilo-granular (Fig. 23). 
EXTRACCION CON ALTA FUERZA IONICA (2M CINa) 
Las estructuras residuales obtenidas, después de esta última extracci6n en tampón 
de alta fuerza iónica, constituyen las matrices nucleares propiamente dichas, que no 
presentan cambios notables en su morfologfa de conjunto con respecto a los núcleos de 
la extracción anterior, excepto en el nucleolo que aparece mucho mas extraido. Constan 
de tres componentes morfológicos claramente delimitados: lamina, nucleolo residual y 
matriz interna (Fig. 24). 
La lámina forma una envuelta continua alrededor de la matriz nuclear, con una 
organización fibrilar compleja formada por fibras de 10 mn de diámetro. En ella se 
encuentran integrados los poros nucleares que conservan su estructura hexagonal típica, 
observable en secciones favorables (Fig. 26). La lámina presenta continuidad con las 
fibras de la matriz interna (Figs. 25, 26, 28). 
La matriz interna forma un retículo en el interior de la matriz nuclear que conecta 
MATRIZ NDCLRAR (PROC II). NUCLEOS EXTRAIDOS EN TRITON X-100 al 
0.5 %,DIGRRIDOB CON 250 pgr/ml DNasa 1 y 250 bgr/ml RNasa A Y 
EXTRAIDOS EN 0.2 mM ACETATO RAGNEBICO Y 2M ClNa 
FIG.24 Fracción de matrices nucleares,fijadas 
glutaraldehido-osmio y contrastadas con acetato :: 
uranilo-citrato de plomo. La fracción no muestra 
contaminación ni restos de rotura de matrices. Las matrices 
aparecen mas extraidas gue en la extracción anterior, 
principalmente las matrices nucleolares (mnu). x11.970. La 
barra representa 1 sm 
FIG.25 Matriz nuclear. Constituida por la lámina (L),la matriz 
interna (mi) y la matriz nucleolar (mnu). En la matriz 
interna se observan los dos entramados fibrilares de 
diferente densidad a los electrones ( flechas y puntas de 
flecha negra ). La matriz nucleolar aparece muy extraida. 
~38.475. La barra representa 1 sm 

MATRIZ NUCLEAR (PROC II).NUCLEOS EXTRAIDOS ZN TRITON X-100 AL 
0.5%, DIGERIDO8 CON 250 pgrfml DNasa 1, y 250 pgr/ml RNaSa A Y 
EXTRAIDOS RN 0.2mN ACETATO NAGNZBICO Y 2M ClNa 
FIG.26Lbmina (L) ..Presentauna organización fibrilar constituida 
por fibras de 10 nm. En ella se encuentran integrados los 
poros complejos residualesi(flechas negras). En las regiones 
de matriz interna (mi) unidas a la lámina se observan dos 
mallas fibrilares de diferente densidad electrónica ( puntas 
de flecha grande y pequena). x58.000. La barra representa 
1 w 
FIG.27 Ratris nucleolar (mnu). Muestra una estructura 
exclusivamente fibrilar formada por fibras de 5nm que se 
estructuran en reticulos fibrilares mas amplios (flecha 
blanca). En el interior de estos reticulos se observan 
fibras de menor contraste (flecha vacia). Las flechas negras 
grandes señalan centros fibrilares residuales. La matriz 
interna (mi) adyacente presenta dos mallas de diferente 
densidad electrónica (puntas de flecha grande y pequefia) y 
gránulos asociados de 25-30 nm (flecha delgada negra). 
x50.000. La barra representa 1 Pm. 
FIG.28 Matriz interna (mi). Presentados mallas de diferente 
densidad electrónica (puntas de flecha) y numerosos gránulos 
asociados de 25-30 nm , algunos de los cuales se señalan con 
flechas negras. x58.000. La barra representa 1 Pm 
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la lamina con el nucleolo residual. Tiene una organización fibrilogranular y se 
correlaciona topológicamente con las regiones intercromatínicas de las fracciones 
anteriores. La extracción en alta fuerza iónica no parece afectar a su organización , 
puesto que se distinguen en ella los dos tipos de mallas descritos en la fracción anterior, 
es decir, la malla fibrilar homogknea formada por fibrillas de 5 nm, la malla densa a los 
electrones y configuraci6n en zig-zag y los gránulos de 25-30 nm . Aunque la malla 
densa a los electrones está formada por fibras gruesas de aproximadamente 1.5 nm de 
grosor (Fig. 28). 
La matriz nucleolar presenta una estructura mucho más laxa y exclusivamente 
fibrilar. Está formada por fibrillas de 5 mn que se estructuran en retfculos más amplios 
(12-24 nm) formando un entramado que se extiende por todo el nucleolo y contacta con 
las fibras de la matriz interna adyacentes (Fig. 27). La extracción en alta fuerza iónica 
no afecta la morfología de sus centros fibrilares que aparecen tan evidentes como en 
la fracción anterior (Figs. 23 y 27). 
Cuando se obtienen matrices nucleares siguiendo el orden de extracción 
anteriormente expuesto, pero omitiendo los cationes divalentes tanto en el tampón de 
aislamiento de núcleos como en los tampones de extracción, no se consiguen matrices 
nucleares intactas. En su lugar, se obtienen estructuras rotas y desorganizadas, y 
agregados residuales de difícil identificación formados por una extensa malla de fibras 
de 5-7 nrn con gránulos asociados de tamaño variable (25-40 tun) (Figs 29,30 y 31). Los 
cationes divalentes parecen imprescindibles para mantener una morfología estructurada 
en la matriz nuclear. 
Si se obtienen matrices nucleares a partir de núcleos aislados en ausencia de 
EFECTO DE LA OMISION DE LOS CATIONES DIVALENTES EN TODOS LOS 
TAMPONES DE EXTRACCION 
FIG.29 Aspeato de las fracciones obtenidas cuando se omiten los 
aationes divalentes en todos los tampones de extracaión 
siguiendo el procedimiento extractivo 11,en las que no se 
observan matrices nualeares intactas. En ellas se observan 
estructuras fibrilares,con fibras arrosariadas (flecha) que 
presentan gránulos de tamaño variable (25-40nm) (flechas 
pequefias) , y otras que presentan ordenaciones paralelas 
(flecha grande). x19.000. La barra representa 1 Pm 
FIG.30 Detalle a mayor aumento de la FIQ 29.Las flechas negras 
pequeñas sefialan gránulos de tamafio variable. La flecha 
negra grande sefiala las fibras de la malla fibrilar. 
x29.000. La barra representa 1 firn 
FIG.31 Detalle a mayor aumento de la matriz mostrada en la FIG 
29. Las flechas negras pequeñas -señalan gránulos de tamaño 
variable.Las flechas grandes señalan parte de la malla 
fibrilarencorte tangencial y en corte transversal. x29.000. 
La barra representa 1 I.rrn 

FIG. 
FIG. 
-32 NiicleO control aislado en ausencia de acetato magnésico 
y dietil-pirocarbonato, fijado en glutaraldehido-osmio y 
contrastado con acetato de uranilo-citrato de plomo. La 
ausencia de acetato magnesico y DPC produce la eliminación 
de gran parte de las masas de cromatina condensada 
(chr).Envuelta nuclear (en). Regiones intercromatínicas 
(ri). Nucleolo residual (nur). x13.500. La barra representa 
1 um 
,33 iatria nuolear obtenida a partir de núcleos aislados en 
ausencia de acetato magnésico y dietil-pirocarbonato. 
Muestra una estructura mas laxa que las anteriores,está 
formada por fibras muy finas (=4nm). Se distinguen los tres 
componentes tipicos: Lámina ( L ), matriz interna (mi) y 
matriz nucleolar (mnu).Esta última es exclusivamente 
fibrilar y en ella aparecen zonas claras correspondientes 
a los centros fibrilares residuales ( flechas). x29.000. 
La barra representa 1 pm 
FIG.34 Detalle a mayor aumento de la lámina y la matriz interna. 
La lámina ( L ) presenta una organización fibrilar en la 
que se encuentran integrados los poros complejos residuales 
(flecha). En la matriz interna se distinguen dos zonas con 
distinta organización. Una es exclusivamente fibrilar 
(puntas de flecha) y otra fibrilogranular con numerosos 
gránulos de 15-18nm (clrculos). x83.000. La barra representa 
1 um 
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dietilpirocarbonato (inhibidor de RNasas) y acetato de Magnesio (Fig. 32), la matriz 
nuclear resultante presenta una morfología mucho más laxa que la obtenida en 
condiciones “standard”, aunque está constituída por los tres componentes típicos: lámina, 
matriz interna y matriz nucleolar. Estas estructuras mantienen la misma distribución 
topológica y conexiones entre sí que en la matriz obtenida a partir de núcleos aislados 
en. presencia de dietilpirocarbonato y acetato de Magnesio. Los tres componentes 
presentan una estructura fina muy similar. Están formados por fibras muy finas ( =Lfnm 
de diámetro) y sólo la matriz interna presenta gránulos asociados de pequeño tamafto 
(15-18 nrn). Esta última estructura es la más afectada por la ausencia de inhibición de 
RNasas, sus elementos son muy poco abundantes, se signen observando dos mallas de 
diferente contraste a los electrones pero no los gránulos de 25-30 nrn, que son 
estructuras típicas de la matriz interna final (Figs. 33 y 34). La lamina no se afecta a 
nivel morfológico por la ausencia de dietilpirocarbonato y acetato de Magnesio en la 
preparación de los núcleos. 
3.3 COMPOSICION POLIPEPTIDICA 
Se ha analizado la composición polipeptídica de la matriz nuclear obtenida por este 
procedimiento así como de los núcleos residuales de cada extracción, efectuando 
electroforesis monodimensionales para cada una de las fracciones nucleares (Fig. 35). 
La extracción con Tritón-X 100 no modifica significativamente el perfil de estos 
núcleos con respecto al de los núcleos aislados (Fig. 3.5, carreras 1 y 2). Los núcleos 
digeridos con DNasa 1 y RNasa Ay extraidos en tampón de baja fuerza iónica (0.2 mM 
Cl,Mg) presentan un perfil de bandas muy heterogéneo. Entre ellas pueden observarse 
las bandas proteicas en el rango 63-50 KD y a 37 KD (Fig. 35, carrera 3). Son 
FIG.35 COMPOBICION POLIPEPTIDICA DE LA KATRIE NUCLEAR Y DE LAS 
FRACCIONES NUCLEARES RESIDUALES OBTENIDAS RBALIEANDO LAS 
DIGESTIONES CON NUCLEASAS ANTES DE LA EXTRACCION SALINA 
(PROC II),en geles SDS-PAGE al 10 %, teñidos con azul de 
Coomasie. 1. Núcleos. 2. Fracción nuclear residual obtenida 
por extracción con Tritón X-100 al 0.5%. La extracción con 
el detergente no modifica significativamente el perfil 
polipeptidico.3. Fracción nuclear residual obtenida por 
extracoión en Tritón X-100 al 0.5 % digestiones 
enzimdticas con 250 figr/ml DNasa 1 y 250 pg:/ml RNasa A y 
extracción posterior en 0.2mN acetato magnésico.Presenta 
numerosas bandas entre las que se detectan claramente las 
de la matriz nuclear.l.Matriz nuclear. La extracción final 
con 2M ClNa elimina la mayorfa de las proteinas presentes 
en la fracción anterior,excepto las bandas matriciales 
características de 63-50 KD y 37 KD,presentando estas 
matrices una banda adicional a 71 KD.5.Marcadores de PM. 
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